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1. ANTECEDENTES: LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER  
La enfermedad de Alzheimer (EA) fue descrita por primera vez en 1907 por el psiquiatra y 
neurólogo Aloïs Alzheimer (Alzheimer, 1907). Sus hallazgos se refieren a Auguste Deter 
(Fig.A1), la primera paciente diagnosticada con esta enfermedad a los 51 años de edad, que 
sufría pérdida progresiva de memoria, entre otros trastornos característicos, y que, 
finalmente, falleció en estado total de invalidez. El análisis anatómico patológico del cerebro 
de esta paciente reveló la presencia de depósitos 
proteicos extracelulares (placas seniles) y 
agregados fibrilares intracelulares (ovillos), 
localizados principalmente en la corteza cerebral 
e hipocampo. Ambas lesiones histopatológicas 
son actualmente los principales marcadores 
postmortem de esta enfermedad. No fue hasta 
1910 cuando se le dio nombre a esta nueva 
entidad clínica y patológica, conocida hoy en día 
como Enfermedad de Alzheimer. 
La EA se puede definir como un proceso neurodegenerativo progresivo e irreversible, que se 
manifiesta con deterioro de las funciones cognitivas y alteraciones conductuales. Se 
caracteriza por la pérdida de memoria (manifestada como la dificultad de recordar hechos 
recientemente y de adquirir nueva información), de habilidades intelectuales y de 
razonamiento, así como por la presencia de desorientación espacio-temporal, cambios de 
humor, alteraciones conductuales, afasia (disminución progresiva de la capacidad del 
lenguaje), apraxia (alteración de los gestos e incapacidad de llevar a cabo tareas rutinarias, 
a pesar de tener la capacidad física) y/o agnosia (incapacidad de reconocimiento de 
personas u objetos) (Van Strien y col. 2009; Hane y col. 2017b; Kumar y Tsao, 2018). 
Finalmente, la muerte suele atribuirse a enfermedades no relacionadas o indirectamente 
relacionadas con la demencia; sólo un 20% de las muertes son directamente atribuibles a 
esta o a sus complicaciones durante la fase terminal, siendo la malnutrición o la neumonía 
las más comunes (Castellani y col. 2010; McKhann y col. 2011; Webster y col. 2014; Kumar 
y Tsao, 2018).  
Desde el punto de vista clínico, dependiendo del grado de alteración cognitiva, la EA se 
clasifica en 3 fases (Fig.A4) (Kumar y Tsao, 2018). Así pues, la enfermedad comienza con 
una fase “preclínica" asintomática, con una amiloidosis cerebral, afectando en primer lugar 
a la corteza entorrinal y al hipocampo; a continuación, hay una fase "prodrómica" o de 
“deterioro cognitivo leve” (MCI, del inglés mild cognitive impairment), que ya se caracteriza 
por una reducción en las funciones cognitivas, ya que la patología progresa hacia distintas 
áreas de la corteza cerebral; y, finalmente, una fase de ‘’demencia’’, como consecuencia de la 
pérdida de sinapsis y neuronas en toda la corteza, afectando principalmente a las regiones 
Figura A1. Alois Alzheimer y su paciente. El Dr. Alois
Alzheimer (1864-1915) a la izquierda y su paciente




cerebrales responsables de los procesos cognitivos, como son la corteza entorrinal, el 
hipocampo, la amígdala y áreas neocorticales (Serrano-Pozo y col. 2011a; Karch y col. 2014; 
Scheltens y col. 2016; Winblad y col. 2016; Hane y col. 2017b; Kumar y Tsao, 2018). El 
curso clínico de la EA suele durar 4-8 años, pudiendo llegar hasta los 20, tras los primeros 
signos de la enfermedad (Kumar y Tsao, 2018).  
La EA representa, hoy en día, el tipo de demencia de mayor incidencia y la más común 
afectando al 10% de la población mayor de 65 años, así como una de las patologías 
neurodegenerativas más graves que afecta a este sector de la población (Kumar y Tsao, 
2018). En la actualidad, se estima que el número de personas que padecen demencia es de 
unos 47 millones a nivel mundial (OMS 2017; Prince y col. 2016), siendo la EA la más 
común, ya que constituye un 60-70% de todos los casos de demencia (OMS 2017; Robinson 
y col. 2017). Debido al envejecimiento progresivo de la población (Robinson y col. 2017) y en 
ausencia de terapias efectivas, se calcula que este número se duplique para 2030 y triplique 
para 2050 (OMS 2017; Prince y col. 2016; https://www.alz.co.uk/research/world-report-
2016; Kumar y Tsao, 2018), alcanzándose los 132 millones de afectados en todo el mundo 
en el año 2050 (Prince y col. 2016), de las cuales, la mayoría sufrirá demencia tipo 
Alzheimer (Neugroschl y Sano, 2010). La incidencia de la EA de tipo esporádica aumenta de 
forma exponencial con la edad; así, aunque sólo afecta a un 1-2% de las personas menores 
de 65 años, más del 30-40% de la población mayor de 85 años presenta esta enfermedad en 
alguno de sus grados, ascendiendo al 63,9% en personas mayores de 90 años (Prince y col. 
2013). Estos datos hacen que la EA sea un grave problema de salud pública que se agravará 
en el futuro debido al aumento progresivo de la esperanza de vida actual, al envejecimiento 
de la población y al elevado coste económico, sanitario y social que supone el cuidado de un 
enfermo de EA (Robinson y col. 2017). De hecho, la EA es actualmente el tercer problema de 
salud más grave en los países desarrollados (detrás de los accidentes cardiovasculares y el 
cáncer), lo que pone de manifiesto la necesidad urgente de una terapia eficaz con el fin de 
evitar que se convierta en el mayor problema de salud del mundo en los próximos años 
(Robinson y col. 2017). 
Desde que se describieron por primera vez sus características clínicas y patológicas 
(Alzheimer, 1907) se han desvelado importantes avances científicos sobre los mecanismos 
moleculares que subyacen a esta enfermedad. En el pasado, la demencia tipo Alzheimer era 
difícil de diferenciar de otros tipos de demencia; actualmente, los avances en tecnología 
médica de imagen cerebral permiten explorar el cerebro de manera no invasiva mediante 
resonancia magnética (MRI) y tomografía de emisión positrónica (PET) (Hane y col. 2017b). 
Independientemente de estos avances, el diagnóstico de la EA a día de hoy se apoya 
principalmente en la historia clínica y en los exámenes neuropsicológicos los pacientes, 
tales como el MoCA (“Montreal Cognitive Assessment”) o el MMSE (“Mini-Mental Status 
Examination”) (Hane y col. 2017b; Kumar y Tsao, 2018). Aunque se aúnan esfuerzos para 




EA se diferencia del resto de demencias, el proceso patológico está muy avanzado y es 
irreversible (Hane y col. 2017b; Kumar Tsao, 2018). A pesar de todos los avances 
conseguidos en los últimos años en la caracterización molecular de la EA, a día de hoy, se 
desconoce la causa o causas exactas que la originan. Además, la ausencia de buenos 
marcadores biológicos de la enfermedad hace que aún no dispongamos de un test pre-
mortem para un diagnóstico concluyente y que sólo el análisis neuropatológico postmortem 
permita su diagnóstico definitivo. Tampoco existe ningún tratamiento farmacológico efectivo 
que cure la enferdad, ni siquiera que modifique el curso de la misma; los fármacos 
disponibles actualmente (inhibidores de la acetil colinesterasa y antagonista parcial de los 
receptores NMDA) son exclusivamente de carácter sintomático y producen un beneficio 
clínico limitado (sobre todo en los primeros estadios de la enfermedad) (Hane y col. 2017b; 
Kumar y Tsao, 2018). La ausencia actual de terapias efectivas que modifiquen el curso 
natural de la EA junto con el rápido aumento de su prevalencia, hacen indispensable seguir 
investigando los agentes causales de la patología, sus mecanismos moleculares y celulares, 
y las posibles dianas terapéuticas que posibiliten el desarrollo de fármacos eficaces contra la 
misma (Hane y col. 2017b). 
1.1. Tipos de Alzheimer 
Se distinguen dos tipos de la EA, que se diferencian claramente en la edad de inicio, su 
incidencia y la principal causa que provoca su aparición, pero que comparten la misma 
sintomatología y lesiones histopatológicas (Gassen y Annaert, 2003; Gomez-Isla y col. 2008; 
Perl, 2010; Ballard y col. 2011; Bagyinszky y col. 2014).  
1.1.1. Alzheimer Familiar (FAD, del inglés Familiar Alzheimer’s Disease) 
Representa entre el 1-3% de los casos de Alzheimer y se manifiesta a edades tempranas, 
generalmente entre los 35 y 40 años de edad (Ringman y col. 2015), por lo que también se 
conoce como “Alzheimer presenil” o “de inicio temprano”. Se origina por mutaciones 
autosómicas dominantes (con un 100% de penetrancia) en los genes de la proteína 
precursora amiloide (APP) y las presenilinas 1 y 2 (PS1 y PS2) (Fig.A2) (Bertram y col. 2010; 
O’Brien y Wong 2011; Karch y col. 2014; Calero y col. 2015; Herrup, 2015; Cristóvão y col. 
2016; Drummond y Wisniewski, 2016; Cacace y col. 2016; Hane y col. 2017a; Robinson y 
col. 2017; Kumar y Tsao, 2018), localizados en los cromosomas 21, 14 y 1, respectivamente. 
Estas proteínas están implicadas en la producción del péptido beta-amiloide (Abeta), la 
primera es su precursora y las otras dos forman parte del complejo gamma-secretasa que 
interviene en el procesamiento de APP (ver Apartado 2.1). A día de hoy, se han descrito 52 
mutaciones en APP, 241 en PS1 y sólo 45 en PS2, relacionadas con la enfermedad 
(http://www.alzforum.org/mutations).  
Aunque las primeras mutaciones relacionadas con la EA se describieron en la proteína 




implicación de este gen en la EA es tal, que su duplicación en los casos de trisomía del 
cromosoma 21 es suficiente para causar daños neurológicos responsables de los síntomas 
de demencia que pueden manifestar los individuos con Síndrome de Down a edades 
tempranas (Czech y col. 2000; Thinakaran y Koo, 2008; Wiseman y col. 2015). Sin embargo, 
las mutaciones en el gen de la presenilina 1 (PS1) son la causa más frecuente de Alzheimer 
familiar, con un 30-50% antes de los 55 años y un 70% del total de casos de FAD 
(Sherrington y col. 1995; Czech y col. 2000).  
1.1.2. Alzheimer Esporádico 
Esta variante representa la mayoría de los casos de EA (97-99%) y se le conoce también 
como Alzheimer “de inicio tardío”. Afecta al 3-4% de los adultos entre los 60 y 65 años, y su 
incidencia se duplica cada 5 años, aumentando exponencialmente con la edad y llegando a 
afectar a casi un 50% de la población a partir de los 85 años (Jahn, 2013; Prince y col. 
2013). Sus causas son desconocidas hasta el momento y se le otorga un origen 
multifactorial. Además de la edad, que constituye el principal factor de riesgo de esta 
enfermedad (Ballard y col. 2011; Mattson y col. 2018), otros posibles factores que influyen 
en la aparición de la misma son los siguientes (Ballard y col. 2011; Scheltens y col. 2016; 
Zuroff y col. 2017; Robinson y col. 2017; Kumar y Tsao, 2018):  
 Factores Genéticos: Se han identificado polimorfismos genéticos en más de 20 genes 
implicados en el inicio, progresión y severidad de la patología (Fig.A2) (Calero y col. 2015; 
Lambert y col. 2013; Bagyinszky y col. 2014; Giri y col. 2016; Rosenberg y col. 2016; 
Scheltens y col. 2016; Hansen y col. 2017). Los estudios GWAS (del inglés Genome wide 
association studies) han permitido identificar alelos asociados a la patología de Alzheimer 
(Robinson y col. 2017; Sancesario y Bernardini, 2018) y, curiosamente, la mayoría de ellos 
se expresan preferencialmente en células relacionadas con la respuesta inflamatoria en el 
SNC, la microglía (Hansen y col. 2017; Srinivasan y col. 2016), y los astrocitos. Los 
principales genes polimórficos que aumentan el riesgo de padecer la forma esporádica de la 
EA son los siguientes: 
- APOE (“Apolipoprotein E”). Gen localizado en el cromosoma 19. Es una proteína 
polimórfica, predominantemente secretada por células gliales y que funciona como 
transportador de colesterol en el cerebro, principalmente en en forma de HDL (Leyns y 
Holtzman, 2017; Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018). Además de ser un modulador primario 
del colesterol cerebral y, en general, de la homeostasis lipídica y proteica (Robinson y col. 
2017). ApoE inteviene en el metabolismo y el aclaramiento del péptido Abeta, actuando 
como una chaperona capaz de estabilizar los depósitos fibrilares y/o dificultar su 
eliminación (Kim y col. 2014; Kumar y Tsao, 2018; Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018). 
Además, ApoE parece intervenir en el proceso neuroinflamatorio (Tai y col. 2015) y en las 
alteraciones sinápticas asociadas a la patología de Alzheimer (Yu y col. 2014), e incluso en 




ApoE presenta tres isoformas, ε2, ε3 (la más común) y ε4 (Strittmatter y col. 1993; Yu y col. 
2014), con diferentes efectos en la homeostasis del Abeta (Robinson y col. 2017). Esta 
última representa, tras la edad, el principal factor de riesgo asociado al Alzheimer 
esporádico (Robinson y col. 2017; Kumar y Tsao, 2018); los individuos con una copia de este 
alelo incrementan su riesgo tres veces y 15 veces, los homocigotos (Eisenstein, 2011; Kumar 
y Tsao, 2018; Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018). Contrariamente, el alelo ε2 parece tener 
un papel protector contra el desarrollo de la EA (Corder y col. 1994; Selkoe, 2001).  
- CLU (“clusterina”). Gen localizado en el cromosoma 8 y codifica para una región de la 
cadena beta de la proteína clusterina, conocida como Apolipoproteína J (Robinson y col. 
2017). Su expresión está incrementada en ciertas regiones cerebrales de pacientes de EA 
(Calero y col. 2000; Lambert y col. 2009). Dicha proteína es secretada por los astrocitos y 
posee actividad chaperona que previene la oligomerización/fibrilización de Abeta, formando 
complejos insolubles que atraviesan la barrera hematoencefálica (BHE) (Boggs y col. 1996). 
Ciertas mutaciones en este gen parecen promover la agregación y formación de las placas 
amiloides (Bagyinszky y col. 2014).  
- TREM2 (“triggering receptor expressed on myeloid cells 2”) (Sancesario y Bernardini, 2018). 
Es un receptor transmembrana de superficie celular perteneciente a la superfamilia de las 
inmunoglobulinas, expresado en el SNC específicamente por la microglía. Está implicado en 
la activación, fagocitosis, supervivencia y proliferación microglial (Hickman y El Khoury, 
2014; Ulland y col. 2017; Hansen y col. 2017; Navarro y col. 2018). Distintas variantes de 
este gen, como R47H, aumentan el riesgo de desarrollar la EA entre dos y cuatro veces 
(Leyns y Holtzman, 2017; Hansen y col. 2017). En modelos animales de EA (como PS1/APP 
o 5xFAD), así como en muestras de pacientes con EA, se produce un incremento 
dependiente de la edad de microglía positiva para TREM2. Además, deficiencias en TREM2 
reducen algunas de las alteraciones histopatológicas típicas de la EA (Jay y col. 2015) 
probablemente debido a una pérdida de función microglial (Leyns y Holtzman, 2017). 
TREM2 también se une a ApoE y Clusterina (ApoJ), factores de riesgo de la EA (Hansen y 
col. 2017). Sin embargo, existen numerosas controversias sobre cómo las distintas variantes 
de TREM2 confieren el riesgo de padecer EA. 
- CR1 (“complement receptor type 1”) (Lambert y col. 2009). Proteína involucrada en la 
inmunidad innata (Robinson y col. 2017), cuyo gen se localiza en el cromosoma 1 y codifica 
para el receptor del complemento 1 (receptor de C3b) (Mosher y Wyss-Coray, 2014). Está 
ligado a la EA a través de la activación de la cascada del complemento, inducida por el 
Abeta fibrilar, en la que participan microglía y astrocitos.  
- CD33 (“cluster of differentiation 33”). Es una proteína transmembrana relacionada con la 
inmunidad innata, pero cuya función en el cerebro todavía es desconocida. Parece inhibir la 
captación y el aclaramiento del Abeta mediante las células microgliales, lo que sugiere un 




La lista de genes implicados en la EA es aún mayor (Calero y col. 2015; Sancesario y 
Bernardini, 2018): 2-macroglobulina (Flachsbart y col. 2010), fosfolipasa A2 (PLA2; 
Cordeiro y col. 2010), sortilina1 (SORL1; Rogaeva y col. 2007; Robinson y col. 2017), 
TREM24 (Guerreiro y col. 2013; Jonsson y col. 2013), ADAM10 (Kim y col. 2009), fosfolipasa 
D3 (PLD3; Cruchaga y col. 2014), etc. En general, todos estos genes están implicados en 
distintas vías relacionadas con la patología de la EA, tales como el procesamiento y el 
aclaramiento amiloideo, la respuesta inmune e inflamatoria (CR1, CD33, MS4A, ABCA7, 
EPHA1, CLU, HLA-DRB5/HLA-DRB1, INPP5D y MEF2C), el metabolismo del colesterol 
(APOE, SORL1, ABCA7 y CLU), la regulación de la endocitosis y del transporte vesicular 
(BIN1, CD2AP, PICALM, EPHA1, SORL1), y la función del citoesqueleto y del transporte 
axonal (NME8, CELF1 y CASS4), entre otras (Sancesario y Bernardini, 2018; Robinson y col. 
2017; Leyns y Holtzman, 2017).  
 
 Factores Ambientales: la obesidad, el estrés, la hipertensión, la inactividad física y 
mental, la depresión, las enfermedades vasculares, el tabaco, el traumatismo cerebral y la 
diabetes mellitus son factores de riesgo modificables que parecen contribuir al desarrollo de 
la EA esporádica (Luchsinger y Mayeux, 2004; Blennow y col. 2006; Scarmeas y col. 2009; 
Otaegui‐Arrazola y col. 2014; Scheltens y col. 2016; Kuruva y Reddy, 2017; Hane y col. 
2017a; Robinson y col. 2017). Cada uno de ellos por sí solo no son suficientes para 
desencadenar la enfermedad, pero todos en conjunto, sí aumentan la predisposición para 
padecerla.  
La diabetes mellitus se considera un factor de riesgo importante para desarrollar EA por 
varios motivos: la insulina modula la plasticidad sináptica, la memoria y el aprendizaje, y 
Figura A2. Factores de riesgo genéticos de la EA y sus funciones fisiológicas generales. Los genes de alto
riesgo están asociados con el aumento de la severidad de la enfermedad y el inicio a edad temprana, y los
factores genéticos de menor riesgo presentan un inicio más tardío y la severidad de la patología es menor.




regula el metabolismo de Abeta y de Tau (Zhu y col. 2005; Sato y Morishita, 2014), además 
en pacientes diabéticos son comunes los daños microvasculares (Domínguez y col. 2014). 
Evidencias recientes apoyan la implicación del sistema vascular cerebral en la EA (Karran y 
De Strooper, 2016); de hecho, los enfermos de Alzheimer tienen una red neurovascular y 
capilar mucho más reducidas y presentan una angiopatía amiloide cerebral o CAA 
("cerebral amyloid angiopathy”), con depósitos de Abeta sobre los vasos sanguíneos 
cerebrales (Drummond y Wisniewski, 2016; Zuroff y col. 2017), lo que puede provocar 
obstrucción de los propios vasos sanguíneos, contribuyendo al declive cognitivo relacionado 
con la EA (Verkhratsky y col. 2010; Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018). Todo ello ha llevado 
a establecer la hipótesis vascular de la EA.  
El género también se considera un factor de riesgo de la EA esporádica, no sólo por las 
diferencias biológicas entre hombres y mujeres, sino también por las ambientales, sociales y 
culturales entre ambos sexos (Nebel y col. 2018). En general, las mujeres tienen mayor 
riesgo que los hombres (Reiman y Caselli, 1999; Maccioni y col. 2001; Ampuero y col. 2008; 
Nebel y col. 2018), sobre todo las mujeres postmenopáusicas, posiblemente debido al papel 
neuroprotector que poseen los estrógenos, que se pierden en la menopausia (Maccioni y col. 
2001). Además, las mujeres también tienen una mayor esperanza de vida (Riedel y col. 
2016; Nebel y col. 2018). 
Controlar los factores anteriormente expuestos, así 
como desarrollar actividades intelectuales y sociales, 
una actividad física regular y una dieta equilibrada 
pueden contribuir a reducir el riesgo de desarrollar la 
EA (Kocahan y Doǧan, 2017; Robinson y col. 2017).  
1.2. Rasgos neuropatológicos 
El cerebro de los pacientes de Alzheimer se caracteriza 
por presentar unos rasgos anatómico-patológicos muy 
característicos (Perl, 2010; Claeysen y col. 2012; 
Scheltens y col. 2016). Las principales alteraciones 
macroscópicas son una importante atrofia cortical, adelgazamiento de las circunvoluciones 
y ensanchamiento de los surcos, engrosamiento de las meninges, agrandamiento de las 
cavidades ventriculares, disminución del bulbo olfatorio y pérdida de peso y volumen 
cerebral (Fig.A3). Por lo tanto, la atrofia cerebral se puede analizar mediante neuroimagen, 
para mejorar el diagnóstico precoz y ayudar a predecir el curso de la enfermedad (Nasrallah 
y Wolk, 2014; Eskildsen y col. 2015). Por otro lado, las principales alteraciones 
microscópicas características de la EA son (Gomez-Isla y col. 2008; Duyckaerts y col. 2009; 
Perl, 2010; Serrano-Pozo y col. 2011a; Karch y col. 2014): 
Figura A3. Esquema comparativo de un
hemicerebro humano sano (izq.) y de un
paciente de Alzheimer (dcha.). El cerebro afectado
por la EA posee un menor volumen y ventrículos
más dilatados. Esta atrofia afecta
fundamentalmente a los lóbulos temporales,
frontales, parietales y occipitales. Las regiones
donde residen las funciones de memoria
(hipocampo) y lenguaje (áreas de Broca y de




1. Acumulación de proteínas agregadas en forma de placas seniles extracelulares, formadas 
por la proteína beta-amiloide (Abeta) (Apartado 2), y de ovillos neurofibrilares 
intracelulares (NFTs) formados por la proteína Tau hiperfosforilada (Apartado 3) (Kumar y 
Tsao, 2018). Estas dos alteraciones tisulares proteicas, descritas por Aloïs Alzheimer 
hace más de 100 años, siguen siendo, en la actualidad, las lesiones histopatológicas para 
el diagnóstico definitivo postmortem de la enfermedad.  
2. Significativa pérdida sináptica y degeneración neuronal en áreas cerebrales 
selectivamente vulnerables, que en muchas ocasiones están implicadas en el 
procesamiento de la información y la adquisición de la memoria (Apartado 4) (Gomez-Isla 
y col. 1996).  
3. Presencia de un proceso neuroinflamatorio importante, con activación glial (Heneka y col. 
2015a), que se detallará más adelante (Apartado 5).  
 
Estas lesiones neuropatológicas se manifiestan principalmente en áreas cerebrales 
implicadas en los mecanismos de memoria y aprendizaje, y en los procesos cognitivos 
focales. Inicialmente aparecen en la corteza entorrinal, progresando hacia el hipocampo y 
afectando, finalmente, a las áreas neocorticales (Fig.A4; Braak y Braak, 1991; Gao y col. 
2018). Las cortezas motora y sensorial no parecen alterarse y, si lo hacen, no es hasta 
estadios muy avanzados de la enfermedad. 
Debido a esta complejidad y a la naturaleza multifactorial de la EA, actualmente muchos 
investigadores consideran que las características moleculares y celulares de la EA no deben 
contemplarse de manera aislada, sino más bien como manisfestaciones interdependientes 
Figura A4. Cambios patológicos de tau y Abeta en la progresión de la Enfermedad de Alzhiemer.
Estadios de Braak I-VI. (A) La progresión de la agregación y deposición de tau correlaciona altamente
con el desarrollo de la enfermedad. De acuerdo con la teoría de los estadíos de Braak, la patología tau es
la primera que se detecta en las regiones entorrinal y transentorrinal (Braak I y II); se observa después en
el hipocampo (Braak III y IV) y, finalmente, se extiende a la corteza (Braak V y VI). (B) Mientras que la
deposición de Abeta comienza de manera temprana en la EA, la patología tau parece ser anterior a la
patología Abeta en el cerebro y se extiende a lo largo del curso de la enfermedad. Sus niveles están




(Hane y col. 2017a). Las actuales técnicas “ómicas” y de “big data”, junto con la potente 
capacidad computacional, van a permitir entender e integrar las interacciones entre todos 
estos factores que ocurren en los cerebros de pacientes de Alzheimer (Sancesario y 
Bernardini, 2018; Hane y col. 2017a).   
2. ABETA Y PATOLOGÍA AMILOIDE 
Una de las lesiones microscópicas más características del cerebro de pacientes de Alzheimer 
son las placas seniles: agregados proteicos localizados en el parénquima cerebral cuyo 
componente principal es el péptido beta-amiloide (Abeta). Este péptido contiene entre 39 y 
43 aminoácidos y deriva del procesamiento proteolítico de la proteína precursora del péptido 
beta-amiloide (APP) (De Strooper, 2010; Hane y col. 2017a) (Fig.A5). El Abeta se genera de 
forma natural y circula a baja concentración tanto en plasma como en líquido 
cefalorraquídeo de individuos sanos. De hecho, existen depósitos de Abeta insoluble en el 
parénquima cerebral y en la pared de los vasos sanguíneos cerebrales (CAA) de personas 
sanas con edad avanzada (Selkoe, 2004; Gomez-Isla y col. 2008).  
Se han realizado numerosas investigaciones para aclarar el papel fisiológico del péptido 
Abeta. Algunos trabajos sugieren que podría actuar en el mantenimiento de la tasa basal y 
en la regulación de la liberación de vesículas desde terminales presinápticos excitatorios 
(Abramov y col. 2009), así como regulador negativo postsináptico (Palop y Mucke, 2010). De 
hecho, concentraciones picomolares de Abeta mejoran la plasticidad sináptica y la memoria 
(Puzzo y col. 2008; Morley y col. 2010). Además, los monómeros de Abeta42 parecen ejercer 
un papel neuroprotector (Giuffrida y col. 2009). Estos datos en conjunto apuntan a una 
pérdida de función de Abeta como otra posible causa de la patología de la EA.  
En condiciones fisiológicas, más del 90% de las especies de Abeta se encuentran en forma 
de Abeta40 (soluble), de 40 aminoácidos, con Val40 en su extremo C-terminal, y menos del 
10% como Abeta42, con los aminoácidos adicionales Ile41 y Ala42, que le confieren mayor 
hidrofobicidad y capacidad de agregación (Wolfe y Guenette, 2007; Hiltunen y col. 2009; De 
Strooper, 2010; Zhang y col. 2011). Abeta42 es el componente mayoritario y más tóxico de 
las placas (Hane y col. 2017a; Kumar y Tsao, 2018); de hecho, en pacientes de EA, aumenta 
la relación Abeta42/Abeta40 (Ashe y Zahs, 2010; Hane y col. 2017a). 
Aunque el mecanismo de formación de la placa no está completamente desvelado, se sabe 
que es limitante el aumento de Abeta (especialmente de Abeta42). Además, podrían 
participar los ADDLs (Amiloide-beta Derived Diffusible Ligands), las fibras de Abeta y 
algunos complejos como los formados por ApoE-Abeta (Thal y col. 2006). Por lo tanto, es 
fundamental conocer tanto los mecanismos de producción como de degradación y 
aclaramiento de las distintas isoformas de Abeta.  
2.1. Proteínas implicadas en la síntesis de Abeta 




APP es una glicoproteína integral de membrana de tipo I, muy conservada evolutivamente, 
con un largo ectodominio globular (N-terminal) en el espacio extracelular, un único 
segmento transmembrana y un pequeño dominio citosólico (C-terminal) (Gralle y Ferreira, 
2007; Turner y col. 2003; Rajendran y Annaert, 2012; Nguyen, 2015). Su gen se localiza en 
el cromosoma 21 (Kumar y Tsao, 2018), y está constituido por 18 exones que dan lugar a 10 
isoformas alternativas de entre 563 y 770 aminoácidos (Evin y Weidemann, 2002; Hane y 
col. 2017a), siendo las más frecuentes: APP695, APP751 y APP770 (Tanzi y col. 1988; 
Yamada y Nabeshima, 2000). La isoforma APP695 se expresa predominantemente en 
neuronas (Haass y col. 1991), por lo que es la que encontramos con mayor frecuencia en el 
sistema nervioso (Nalivaeva y Turner, 2013; Müller y col. 2017; Giri y col. 2016).  
Además de ser la precursora del péptido Abeta, la proteína APP posee otras funciones 
fisiológicas menos conocidas (Müller y col. 2017; Hane y col. 2017a): participa en procesos 
de adhesión y señalización celular (Wolfe y Guenette, 2007), transporte de metales, unión a 
matriz extracelular, crecimiento de neuritas y del cono axónico neuronal, migración 
neuronal, homeostasis del calcio, potenciación a largo plazo (LTP) y señalización intracelular 
(Hoe y Rebeck, 2008; Hiltunen y col. 2009; Müller y col. 2017). Además, podría tener 
propiedades neuroprotectoras, antioxidantes y tróficas (Thinakaran y Koo, 2008; O’Brien y 
Wong, 2011; Rajendran y Annaert, 2012; Nguyen, 2015; Tatarnikova y col. 2015; Andreeva 
y col. 2017; Hane y col. 2017a). 
 
Figura A5. Representación esquemática de la estructura de la proteína APP. Presenta tres dominios
principales: un dominio extracelular N-terminal, un dominio transmembrana y un dominio citosólico C-terminal.
El dominio extracelular contiene a su vez una serie de dominios funcionales, como son: un dominio de unión a
heparina (DH), un dominio de unión a cobre (DCu), un dominio de unión a zinc (DZn), una región acídica, un
dominio inhibidor de proteasa tipo Kunitz (KPI, que no se encuentra en la isoforma APP695), un factor promotor
de crecimiento (FPC), un segundo dominio de unión a heparina (DH), un dominio de unión a colágeno (DCO), un
sitio de unión a glucosaminoglucanos (GAG) y el dominio beta-amiloide (Abeta), que presenta parte de su
estructura en el dominio extracelular y parte transmembrana. En la imagen se detallan también los puntos de
corte de las diferentes enzimas implicadas en el procesamiento de APP (-,b- y g- secretasas), y sus posibles




Se han descrito 52 mutaciones en el gen APP relacionadas con las formas familiares de la 
EA (http://www.alzforum.org/mutations), que pueden aumentar la producción de Abeta42, 
disminuir Abeta40, aumentar la patogenicidad del Abeta, su capacidad de agregación y su 
formación fibrilar (Macleod y col. 2015; Musiek y Holtzman, 2015; Tatarnikova y col. 2015). 
Curiosamente, la mutación A673T en APP reduce la producción amiloidogénica de Abeta y 
su agregación, proporcionando protección contra el declive cognitivo asociado a la edad 
(Fig.A5) (Herrup, 2015; Karran y De Strooper, 2016; Selkoe y Hardy, 2016; Zuroff y col. 
2017). 
 
2.1.2. Procesamiento de APP 
Durante su secreción e internalización a través de la vía secretora la proteína APP sufre 
diversas escisiones proteolíticas a través tanto de vías canónicas (rutas amiloidogénica y no 
amiloidogénica) como de vías no canónicas (Andrew y col. 2016), en las que están 
implicadas enzimas como las caspasas, meprina, δ-secretasa y η-secretasa. A continuación, 
se describen las 2 rutas clásicas para el procesamiento post-traduccional de APP (Zhang y 
col. 2011; Rajendran y Annaert, 2012; Hane y col. 2017a; Kumar y Tsao, 2018) (Fig.A6):  
2.1.2.1. Ruta no amiloidogénica  
Se trata de la ruta principal en la mayoría de las células, que no genera péptido Abeta (de 
ahí su nombre), ya que la proteólisis tiene lugar en el interior de la región que da lugar a 
dicho péptido. Ocurre mayoritariamente en la membrana plasmática.  
En primer lugar, se produce la fragmentación de APP entre los aminoácidos 16 y 17 por 
acción de la -secretasa, enzima anclada a la membrana, perteneciente a la familia de las 
desintegrinas y metaloproteasas (ADAM), liberándose un fragmento soluble denominado 
sAPP, al que se le atribuyen propiedades neurotróficas y neuroprotectoras (De Strooper, 
2010; Jeong, 2017). Además, se genera un fragmento C-terminal (APP-CTF) de 83 
aminoácidos, que permanece anclado a la membrana, al que se le conoce como C83. C83 es 
sustrato del complejo g-secretasa, que lo excinde en el interior de la membrana, 
concretamente entre los aminoácidos 711 y 713, originando los péptidos P3 (Abeta 17-40 y 
Abeta 17-42, que son liberados al espacio extracelular o vesicular, y un dominio AICD (o p7; 
dominio intracelular de APP), que es citosólico, y podría tener un papel en la regulación de 
la transcripción génica (De Strooper, 2010; Zhang y col. 2011; O’Brien y Wong, 2011; 
Wilkins y Swerdlow, 2017). 
2.1.2.2. Ruta amiloidogénica 
Esta ruta alternativa de procesamiento de APP es minoritaria en la mayoría de las células, 
excepto en las neuronas, y produce péptidos de Abeta. La vía está activa de forma fisiológica 






La ruta comienza con la acción de la b-secretasa, atribuida a la enzima BACE-1 (“beta-site 
APP cleaving enzime 1”), una aspartil proteasa transmembrana presente principalmente en 
endosomas y aparato de Golgi de las neuronas (Vassar y col. 2009). La b-secretasa excinde a 
APP entre Met671 y Asp672, liberando al espacio extracelular APP soluble beta (sAPPb), más 
pequeño que sAPP pero que también posee funciones neuroprotectoras (Jeong, 2017), y un 
fragmento C-terminal (APP-CTF) de 99 aminoácidos, conocido como C99. C99, que 
permanece anclado a la membrana y contiene la secuencia intacta del Abeta, es procesado 
por el complejo g-secretasa entre los aminoácidos 711 y 713, generando el péptido Abeta 
(de 39-43aminoácidos) que se libera al medio extracelular, y un ectodominio intracelular 
AICD (Takami y col. 2009; Rajendran y Annaert, 2012; Selkoe, 2001; Selkoe, 2008; Wilkins 
y Swerdlow, 2017; Tomita, 2017), al que se le han atribuido tanto funciones neurotóxicas 
como funciones en el mantenimiento de la homeostasis del calcio (Jeong, 2017). El 
procesamiento proteolítico del sAPPborigina N-APP, que parece estar implicado en procesos 
de degeneración axonal y neuronal (Nikolaev y col. 2009; De Strooper, 2010; Jeong, 2017). 
Se considera que los oligómeros solubles de Abeta son los responsables inciales de los 
procesos neurodegenerativos en la EA, que podrían actuar potenciando la actividad 
Figura A6. Procesamiento de la Proteína Precursora Amiloide (APP). Esquema explicativo de la ruta
amiloidogénica y no amiloidogénica. En la vía no amiloidogénica, el metabolismo del APP se produce
mediante la actividad secuencial de la α- (ADAM, del inglés A desintegrin and metalloprotease) y γ-secretasa,
que generan sAPPα, p3 y AICD. En la vía amiloidogénica, el procesamiento del APP se lleva a cabo por la
acción de la β-secretasa (BACE, del inglés beta-site APPcleaving enzyme 1), primero, y por la γ-secretasa,
después, generándose los fragmentos sAPPβ, Abeta y AICD. En definitiva, tras este procesamiento, se
generan varios derivados del APP que realizan distintas funciones fisiológicas. En concreto, a través de la
ruta amiloidogénica se genera el péptido Abeta, que se acumula en el medio extracelular y forma las placas




neurotóxica de N-APP y AICD, y/o antagonizar las funciones protectoras de sAPP, sAPPb y 
AICD (Jeong, 2017). 
Se han propuesto a BACE-1 y al complejo g-secretasa como posibles dianas terapéuticas en 
la EA, pero, a día de hoy, los ensayos clínicos realizados con inhibidores de estas enzimas 
no han llegado a término (De Strooper, 2010; Hunt y Turner, 2009; Wakabayashi y De 
Strooper, 2008; Parent y Thinakaran, 2010; Vetrivel y col. 2006; Li y col. 2009a). 
Actualmente se está usando un inhibidor de BACE-1 en fase 3 de estudio (“elenbecestat”), y 
sus resultados parecen eficaces cuando se aplica en los estadios iniciales de la patología 
(Panza y col. 2018).  
2.1.3. Presenilinas: PS1 y PS2 
Las presenilinas 1 y 2 (PS1 y PS2) son proteínas transmembrana con actividad proteasa 
(Czech y col. 2000), que constituyen el centro catalítico del complejo g-secretasa. Dicho 
complejo está formado por la agrupación de 4 subunidades diferentes (Li y col. 2009a; De 
Strooper, 2010; O’Brien y Wong, 2011): un núcleo catalítico, formado por presenilina 1 (PS1) 
o presenilina 2 (PS2), y 3 proteínas accesorias: nicastrina (NCT), APH-1 y 2 (pharynx-
defective-1 and 2) y el potenciador de presenilina (PEN2; presenilin enhancer 2), necesarias 
para la maduración, estabilidad y actividad de la enzima (De Strooper, 2003; Wolfe y Kopan, 
2004; Takasugi y col. 2003; Edbauer y col. 2003; Andreeva y col. 2017). Las presinilinas se 
expresan predominantemente en neuronas, y también pueden encontrarse en astrocitos 
reactivos (Elder y col. 2010). PS1 y PS2 comparten más de un 65% de homología, siendo 
PS1 la que se expresa mayoritariamente.  
Las presenilinas participan, además del procesamiento del APP y generación de Abeta (De 
Strooper, 2010), en el control de la apoptosis, la homeostasis del calcio, el crecimiento 
neurítico, la plasticidad sináptica, la intervención en las rutas autofagocíticas/lisosomales 
(Lee y col. 2010), la implicación en el tráfico de proteínas y en la señalización mediada por 
beta‐catenina (De Strooper y col. 2012). Entre sus sustratos destacan Notch y APP (Cai y 
col. 2015).  
A día de hoy, se han llegado a identificar 241 mutaciones patogénicas en el gen para PS1 
(cromosoma 14) y 45 en PS2 (cromosoma 1), que producen FAD 
(http://www.alzforum.org/mutations). Todas implican una ganancia de función del 
complejo g-secretasa que da lugar a un aumento en la producción de Abeta42 y una 
disminución de Abeta40.  
2.2. Degradación/eliminación de Abeta 
La acumulación defectuosa de Abeta, se debe a un desequilibrio entre su producción y los 
mecanismos de su eliminación (Evin y Weidemann, 2002; Thal y col. 2006; Duyckaerts y 




Abeta en los pacientes de Alzheimer Familiar (FAD), pero no en los de Alzheimer Esporádico; 
una disminución de su degradación y de su aclaramiento puede explicar el aumento de la 
cantidad de Abeta en estos pacientes (Evin y Weidemann, 2002; Duyckaerts y col. 2009; 
Miners y col. 2014; Hane y col. 2017a).  
Existen distintos mecanismos para degradar las distintas formas del péptido Abeta, 
mediante diferentes tipos de enzimas y proteasas (Mueller-Steiner y col. 2006; De Strooper, 
2010; Sun y col. 2015; Andreeva y col. 2017; Ries y Sastre, 2016). En este sentido, la 
microglía y los astrocitos parecen jugar un papel importante (Ries y Sastre, 2016). A 
continuación, se enumeran las más relevantes: 
- Metaloendopeptidasas: principalmente neprelisina (NEP) e IDE (enzima degradadora de 
insulina) implicadas en la degradación de Abeta monomérico (Ries y Sastre, 2016). Durante 
el envejecimiento, se produce una disminución de los niveles de neprilisina (Farris y col. 
2007; Tarasoff-Conway y col. 2015), lo que podría ser responsable de un aumento de Abeta. 
Tambien se han implicado a ECE-1 y ECE-2 (enzimas convertidoras de endotelina) en la 
degradación de Abeta (Eckman y col. 2001, 2003 y 2006; Pacheco-Quinto y Eckman, 2013), 
aunque su participación en humanos no está del todo claro.  
- Metaloproteinasas de la matriz (MMPs), expresadas y secretadas principalmente por 
astrocitos, participan en la degradación extracelular de formas monoméricas y fibrilares de 
Abeta (Ries y Sastre, 2016). MMP-2, -3 y -9 tienen la capacidad de procesar agregados de 
Abeta fibrilar (Miners y col. 2008) y se expresan intensamente en los astrocitos cercanos a 
las placas amiloides (Acosta y col. 2017).  
- Peptidasas lisosomales: catepsinas B y D. Son cistein-proteasas encargadas de degradar 
proteínas que han entrado en la vía endo-lisosomal (Mueller-Steiner y col. 2006; De 
Strooper, 2010). La catepsina B transforma grandes agregados de Abeta en especies más 
pequeñas, menos tóxicas y con mayor afinidad por IDE y NEP (Mueller-Steiner y col. 2006; 
De Strooper, 2010; Ries y Sastre, 2016).  
Además, las células gliales, mediante la liberación de chaperonas extracelulares, también 
facilitan el aclaramiento de Abeta a través de la barrera hematoencefálica (Ries y Sastre, 
2016). La mayoría de estas chaperonas se producen por los astrocitos, siendo las más 
relevantes la apolipoproteína E (ApoE), la Apolipoproteina J (ApoJ o Clusterina), la 1-
antichimiotripsina (ACT) y la 2- macroglobulina (2-M).  
También las células gliales participan de manera activa en la internalización de Abeta 
mediante mecanismos de pinocitosis, fagocitosis y/o endocitosis mediada por receptores 
(Lee y Landreth, 2010; Ries y Sastre, 2016), entre los que destacan los scavenger receptors 
(SR), toll-like receptors (TLR), RAGE, receptores Fc (FcRs), TREM2, LGI3, y receptores de 
lipoproteínas (LRP). Así, el Abeta se somete pues a varios sistemas de degradación 




Friedman y col. 2015), degradación endosomal/lisosomal y sistema ubiquitina‐proteasoma 
(Zuroff y col. 2017).  
Además, Abeta también puede ser dirigido a la circulación periférica a través de: (i) la 
barrera hematoencefálica tras su interacción con el receptor de LDL (LDLR); (ii) el drenaje 
perivascular (Weller y col. 2008); y/o (iii) el sistema glinfático (Nedergaard, 2013), gracias a 
las proyecciones o pies de los astrocitos sobre los vasos sanguíneos (Ries y Sastre, 2016; 
Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018; Zenaro y col. 2017).  
2.3. Agregación del péptido Abeta: oligomerización/fibrilación 
El péptido Abeta es una proteína desordenada de pequeño tamaño (4 kDa), constituida por 
39‐43 aminoácidos (Macleod y col. 2015; Hane y col. 2017a). La isoforma de 42 aminoácidos 
(Abeta42) presenta una mayor hidrofobicidad y, por tanto, mayor capacidad de agregación 
(Wolfe y Guenette, 2007; Hiltunen y col. 2009; De Strooper, 2010; Zhang y col. 2011), por lo 
que es el componente mayoritario de las placas amiloides. A día de hoy, los mecanismos por 
los cuales se agregan las distintas formas de Abeta y el proceso de formación de las placas 
extracelulares no están claramente definidos, aunque se han propuesto diversos modelos 
que describen cómo los monómeros de Abeta tienden a agregarse generando formas 
intermedias oligoméricas solubles, de entre 8 KDa (dímeros) y 100 KDa (Shankar y col. 
2008; Sakono y Zako, 2010), que posteriormente originan las fibras y las placas amiloides o 




A partir de Abeta monomérico, con estructura aleatoria, se producen de manera secuencial 
monómeros parcialmente plegados en forma de horquilla (Hilbich y col. 1991; Choi y 
Ganchi, 2018); seguido de la dimerización de dos monómeros (Hane y col. 2017a). 
Posteriormente, se forman oligómeros solubles, intermediarios metaestables indispensables 
para originar las fibras y, posteriormente, las placas (Mastrangelo y col. 2006). Numerosas 
investigaciones proponen la fibrilación como un ejemplo específico de reacciones de 
polimerización dependientes de nucleación (Roychaudhuri y col. 2009; Choi y Ganchi, 2018; 
Hane y col. 2017a). El término “oligómero” se define como una agrupación de proteínas 
solubles mal plegadas con tamaños de dímeros a protofibras (Fig.A7) (Choi y Ganchi, 2018). 
Figura A7. Resumen esquemático de la agregación del péptido Abeta. Autoensamblaje de Abeta: los
monómeros de Abeta pueden agregarse formando dímeros y trímeros (agregados tempranos), protofibrillas y




Los oligómeros solubles intermediarios y las protofibras son las formas tóxicas del péptido 
Abeta (Mastrangelo y col. 2006; Choi y Ganchi, 2018). 
Existen evidencias de que el péptido Abeta y algunos oligómeros pueden seguir otras vías de 
agregación y originar gran diversidad de estructuras y conformaciones moleculares con 
diferentes niveles de toxicidad (Hane y col. 2017a). También se contemplan las placas como 
entes dinámicos liberadores de las formas oligoméricas solubles tóxicas (Martins y col. 
2008; Koffie y col. 2009). Las distintas estructuras con diferentes toxicidades podrían 
explicar la diversidad de las manifestaciones y síntomas de los pacientes de Alzheimer (Hane 
y col. 2017a).  
2.3.1. Formas oligoméricas de Abeta 
Como ya se ha mencionado anteriormente, se ha descrito la existencia de diferentes formas 
solubles de Abeta oligomérico, con capacidad de difundir por el parénquima cerebral y 
provocar un efecto tóxico a nivel sináptico y neuronal (Haass y Selkoe, 2007; Viola y Klein, 
2015; Choi y Ganchi, 2018). Los oligómeros de Abeta son partículas esféricas de 4-20 nm de 
diámetro con estructura micelar y un núcleo hidrofóbico (Huang y col. 2000). Se clasifican, 
de forma general, en oligómeros de bajo peso molecular (LMW) (~2-8 monómeros) y de alto 
peso molecular (HMW) (~20-40 monómeros) (Huang y col. 2000; Hane y col. 2017a), que 
generan ensamblajes de mayor peso molecular que incluyen: 
- Ligandos difusibles derivados de Abeta o “ADDLs” (Abeta-derived difusible ligands), que 
son hexámeros, octámeros y dodecámeros (Lambert y col. 1998), cuyos niveles se 
correlacionan bien con los fallos cognitivos en la EA.  
- Estructuras anulares, sólo distinguibles mediante microscopía electrónica de alta 
resolución (Lambert y col. 1998). 
- Protofibrillas (“PFs”), formas intermedias que pueden polimerizarse para formar fibras o 
despolimerizarse a oligómeros más pequeños (Walsh y col. 1997).  
- Otros: paranúcleos, Abeta*56 (Lesné y col. 2006), amiloesferoides (Noguchi y col. 2009), 
globulómeros, protofibras curvilíneas, oligómeros prefibrilares, oligómeros fibrilares y 
protofibras anulares (Chang y col. 2014; Roychaudhuri y col. 2009; Hane y col. 2017a). 
Todos estos oligómeros solubles son estructuras no fibrilares, hidrosolubles y con 
propiedades neurotóxicas (Lambert y col. 1998). Es más, numerosos trabajos han 
demostrado que el tamaño de los agregados del Abeta es un determinante crítico de su 
toxicidad (Ladiwala y col. 2012), así, por ejemplo, los trímeros tienen una toxicidad tres 
veces mayor que los monómeros, mientras que los tetrámeros tienen una toxicidad 13 veces 
mayor (Hane y col. 2017a). 
Entre los distintos mecanismos deletéreos, los oligómeros parecen inhibir el mantenimiento 
de la LTP en el hipocampo interfiriendo en la señalización de los receptores NMDA o AMPA 




membrana neuronal y glial, lo que origina la alteración de las vías de señalización, 
formación de canales iónicos, aumento de la permeabilidad, perturbación de la homeostasis 
del calcio, estrés oxidativo, provocar cascadas inflamatorias, disfunciones mitocondriales y 
modificación de la estructura del ADN (Haass y Selkoe, 2007; Viola y Klein, 2015; Hane y 
col. 2017a).  
2.3.2. Tipos de depósitos extracelulares de Abeta 
Las placas amiloides o seniles son agregados proteicos insolubles que se depositan 
extracelularmente, tanto en el parénquima cerebral como en la pared de los vasos 
sanguíneos cerebrales (Kumar y Tsao, 2018). Su componente principal son los péptidos de 
Abeta insolubles (Glenner y Wong, 1984; Masters y col. 1985), aunque también pueden 
contener proteoglicanos, moléculas inflamatorias, proteasas, iones metálicos, ApoE, 
proteínas antioxidantes, colinesterasas y restos de neuronas y células gliales (Atwood y col. 
2002). Las placas seniles se clasifican en dos grandes grupos según su morfología, 
composición, y presencia o ausencia de distrofias neuríticas asociadas (Fig.A8) (Thal y col. 
2006, 2008; Duyckaerts y col. 2009; D’Andrea y Nagele, 2010; Castellani y col. 2010; Perl 
2010; Serrano‐Pozo y col. 2011; Selkoe, 2001; Perl, 2010): 
 Placas neuríticas: depósitos extracelulares de Abeta de aspecto filamentoso, llamadas 
así porque suelen aparecer íntimamente asociadas a neuritas distróficas (inmunopositivas 
para Tau, APP, Ubiquitina o ChAT), y a células microgliales reactivas, mientras que la 
astroglía se localiza en la periferia (Dickson, 1997; Duyckaerts y col. 2009; Bouvier y col. 
2016). Se subdividen en dos tipos, atendiendo a la morfología que presenten (Selkoe, 2001; 
Fiala, 2007; Perl, 2010): 
- Placas clásicas: caracterizadas por un núcleo amiloide denso, redondo y compacto, 
formado por Abeta fibrilar y células microgliales, rodeado por un halo difuso que 
contiene distintas especies solubles de Abeta. Estas placas se asocian normalmente a 
los vasos sanguíneos.  
- Placas Primitivas: de forma esférica, sin núcleo compacto central, y con inmunotinción 
homogénea, suelen aparecer en las zonas cercanas a los axones y a las sinapsis.  
 
 Placas difusas: también llamadas “pre-amiloides”, son depósitos extracelulares no 
fibrilares (no congofílicos) de Abeta. Poseen una estructura amorfa o difusa, con límites poco 
definidos y sin núcleo compacto apreciable. Apenas poseen células microgliales, astrocitos o 
neuritas distróficas (Selkoe, 2001) y su composición principal es Abeta42 (Perl, 2010). 





En contra de lo defendido en la hipótesis de la cascada amiloide (Hardy y Allsop, 1991; 
Hardy y Higgins, 1992) y a pesar de que históricamente la enfermedad de Alzheimer se ha 
caracterizado por la acumulación de depósitos extracelulares de Abeta, sirviendo como 
diagnóstico postmortem, actualmente está establecido que estas placas no son el principal 
agente causal de las alteraciones sinápticas, la neurodegeneración y la respuesta 
inflamatoria que ocurren en la EA, ya que no existe correlación entre el número de placas de 
Abeta (“carga Abeta”) y la severidad de la patología (Mucke y col. 2000; Giannakopoulos y 
col. 2003; Ingelsson y col. 2004; Hane y col. 2017a). Sin embargo, la deposición de amiloide 
sí ha mostrado correlacionar con la probabilidad de una progresión del deterioro cognitivo 
leve (MCI) hacia la EA (Hane y col. 2017a). Por lo tanto, el deterioro cognitivo puede 
atribuirse a diferentes estructuras moleculares que conforman la placa y, por este motivo, 
es relevante tener en cuenta la existencia de las formas solubles y difusibles de Abeta en el 
parénquima cerebral (Martins y col. 2008; Hane y col. 2017a), que provocan una respuesta 
inflamatoria, pérdida sináptica y fallos cognitivos ya en las fases tempranas de la EA (Haass 
y Selkoe, 2007; Benilova y col. 2012; Viola y Klein, 2015; Hane y col. 2017a).  
2.3.3. Abeta intracelular 
El péptido Abeta, además de aparecer en forma de placas y de oligómeros solubles 
extracelulares puede acumularse en el interior neuronal, distribuyéndose en el citosol y en 
diferentes compartimentos subcelulares (mitocondria, lisosomas y retículo endoplasmático) 
(Sun y col. 2015), pudiendo causar disfuncionalidad en los mismos (Kuruva y Reddy, 2017). 
La presencia de Abeta intraneuronal puede ser debida a fallos en su liberación tras su 
síntesis (Takahashi y col. 2017), o a la reinternalización del Abeta extracelular a través de 
receptores específicos, como la subunidad α7 del receptor nicotínico (α7nAChR; Wang y col. 
Figura A8. Diferentes tipos de placas. Las placas neuríticas pueden ser de tipo fibrilar (o placas
primitivas) (A1 y A2), o clásicas (B1 y B2) con núcleo denso compuesto principalmente por Abeta42 (B2) y
un halo difuso. Las placas difusas (C) no provocan distrofias neuríticas (C1) y presentan una morfología
indefinida (C2). Inmunohistoquímica doble para Abeta (azul) y fosfo-tau (marrón) (A1‐C1) e inmunotinción
simple para Abeta42 (A2‐C2). Imágenes cedidas por el grupo de la Dra. Antonia Gutiérrez.




2000), el receptor LDL de APOE (Zerbinatti y col. 2006) o los receptores NMDA (Bi y col. 
2002).  
La acumulación de Abeta intracelular parece ser un acontecimiento temprano en la EA 
(Bayer y Wirths, 2010), ya que ocurre en las células piramidales del hipocampo y la corteza 
entorrinal de pacientes con defectos cognitivos leves y sus niveles descienden con la 
formación de las placas (LaFerla y col. 2007). Abeta dentro de la neurona podría afectar a la 
función mitocondrial y al proteasoma, provocar una disfunción sináptica, potenciar la 
hiperfosforilación de Tau (LaFerla y col. 2007), y provocar déficits en la LTP (Billings y col. 
2005) e incluso muerte neuronal (Li y col. 2009b; Bayer y Wirths, 2010).  
 
3. PROTEÍNA TAU Y PATOLOGÍA NEUROFIBRILAR 
3.1. Estructura y Función de Tau 
Tau es una proteína soluble que pertenece a la familia de las proteínas asociadas a 
microtúbulos (“MAPs”, Microtubule associated proteins) que se expresa predominantemente 
en neuronas (Hane y col. 2017a; Chen YG, 2018). Está codificada por el gen MAPT, que 
contiene 16 exones y está localizado en el cromosoma 17 (Neve y col. 1986; Gao y col. 2018). 
Mediante splicing alternativo se pueden generar 6 isoformas con tamaños entre 352-441 
aminoácidos (Wang y col. 2013; Morishima-Kawashima e Ihara, 2002; Duyckaerts y col. 
2009; Iqbal y col. 2015; Holtzman y col. 2016; Hane y col. 2017a). Cada isoforma se 
caracteriza por la presencia o ausencia de fragmentos (N) de 29 ó 58 aminoácidos en el 
extremo N-terminal, y de una secuencia de 31-32 aminoácidos que se repite 3 ó 4 veces en 
el extremo C-terminal (R), que constituye el “dominio de unión a microtúbulos” (Fig.A9) 
(Gao y col. 2018). Así pues, las isoformas de Tau pueden ser: 0N3R, 0N4R, 1N3R, 1N4R, 
2N3R o 2N4R, siendo esta última la isoforma de mayor longitud con 441 aminoácidos 
(Fig.A9) (Boutajangout y Wisniewski, 2014; Kimura y col. 2014). En el cerebro humano 
normal, hay cantidades similares de tau 3R y 4R, aunque esta relación normalmente 
cambia en las enfermedades neurodegenerativas (Gao y col. 2018).  
La principal función de Tau es estabilizar y regular la estructura y dinámica de los 
microtúbulos (MTs) neuronales y favorecer su polimerización (Scholz y Mandelkow, 2014; 
Gao y col. 2018), participando en la estabilidad y formación del citoesqueleto (Hane y col. 
2017a; Kumar y Tsao, 2018; Chen, 2018). Además, se han atribuido a Tau distintas 
funciones en procesos de señalización y de organización del citoesqueleto, siendo 
fundamental en el transporte axonal y en la regulación sináptica (Spires-Jones e Hyman, 
2014; Gao y col. 2018). Recientemente se ha implicado a tau en nuevas funciones: 
mantenimiento de la integridad del ADN, regulación de la actividad neuronal, neurogénesis, 






3.2. Fosforilación de Tau  
Tau posee 80 residuos de serina o treonina y 5 de tirosina susceptibles de ser fosforilados, 
la mayoría localizados alrededor del dominio de unión a microtúbulos. En el cerebro sano, 
existe un equilibrio entre fosforilaciones y desfosforilaciones de tau, necesario para sus 
funciones fisiológicas (Gao y col. 2018). Sin embargo, su hiperfosforilación anómala produce 
modificaciones estructurales que dificultan su unión a microtúbulos y, con ello, el 
ensamblaje de los mismos, produciéndose agregados intracelulares que interrumpen el 
transporte axonal y provocan, en última instancia, disfunción neuronal (Scholz y 
Mandelkow, 2014; Gao y col. 2018). 
El estado de fosforilación de cualquier proteína depende de la actividad de las enzimas 
quinasas y fosfatasas que actúan sobre ella (Fig.A10) (Chen, 2018; Gao y col. 2018). 
Existen más de 20 quinasas, entre las que destaca GSK-3beta (glycogen synthase kinase 3) 
y Cdk5 (Cyclin dependent kinase 5) (Kimura y col. 2014; Maccioni y col. 2001; Blennow y 
col. 2006; Ballatore y col. 2007; Kolarova y col. 2012; Gendreau y Hall, 2013), y varias 
fosfatasas, principalmente PP2A y PP1 (Liu y Götz, 2013; Gao y col. 2018), implicadas en el 
estado de fosforilación de Tau. Además, altos niveles de Abeta y/o el estrés oxidativo, puede 
provocar una desregulación en la actividad de las quinasas de Tau (Moore y col. 2015). Tau 
puede sufrir además otras modificaciones postraduccionales, como glicosilación, acetilación, 
Figura A9. Esquema del gen MAPT y de las diferentes isoformas de Tau. (A) El gen MAPT tiene 16
exones (E). N1 y N2 están codificados por lso exones E2 (verde) y E3 (morado), respectivamente. La
repetición R2 está codificada por el exón E10 (rojo). Los exones E1, E4, E5, E7, E9, E11, E12 y E13
constituyen el componente básico de la proteína tau. E0 y E14 son no codificantes (blanco). E4a (amarillo)
se transcribe sólo en tejido periférico. E6 y E8 no se expresan en el cerebro humano (rosa). La isoforma de
tau está compuesta por 4 áreas; una región N-terminal, un dominio rico en prolina, un MBD y una región
C-terminal. (B) Hay 6 isoformar principales de tau que se expresa en el cerebro humano, y que se generan




ubiquitinación, etc., que afectan a su estado de agregación (Iqbal y Grundke-Iqbal, 2008; 
Wang y col. 2013; Gao y col. 2018).  
3.3. Ovillos neurofibrilares de Tau  
Los ovillos neurofibrilares, marcas histopatológicas típica de la EA, son agregados 
intracelulares, formados por filamentos helicoidales, cuyo componente mayoritario es la 
proteína Tau hiperfosforilada (Spillantini y Goerdert, 2013; Kumar y Tsao, 2018). Su 
densidad se correlaciona directamente con la severidad y progresión de la patología de 
Alzheimer (Iqbal y col. 2015; Hane y col. 2017a).  
Cuando Tau se hiperfosforila (Fig.A10), se disocia de los microtúbulos y pasa de tener una 
localización principalmente axonal, a situarse en el soma y en las dendritas. Posteriormente, 
se autoagrega formando pares de filamentos helicoidales (PHF), que, a su vez, constituyen 
las unidades estructurales de los conocidos como ovillos neurofibrilares intracelulares (NFTs 
o Tangles) característicos de la EA (Spillantini y Goerdert, 2013; Morishima-Kawashima e 
Ihara, 2002; Maccioni y col. 2001; Blennow y col. 2006; Ballatore y col. 2007; Gendron y 
Petrucelli, 2009; Gao y col. 2018; Hane y col. 2017a). Estos agregados de tau 
hiperfosforilado pueden acumularse en el soma neuronal y en los procesos neuríticos en 
forma de filamentos de neuropilo o NTs (neuropil threads) y como neuritas distróficas 
rodeando el núcleo amiloide de las placas neuríticas (Braak y col. 1986; Grundke-Iqbal y 
col. 1987).  
 
 
Figura A10. Formación de ovillos neurofibrilares. La proteína Tau, en condiciones normales, está
unida a microtúbulos y los estabiliza. Al hiperfosforilarse, se separa de los microtúbulos y los
desestabiliza. Esta Tau hiperfosforilada se agrega formando pares de filamentos helicoidales (PHF)
que, finalmente, generan NFTs, implicados en la degeneración neuronal. En el recuadro de la
izquierda se muestra la estructura de la proteína Tau con 4 repeticiones de motivo de unión a




Existen distintas enfermedades que presentan agregados intracelulares anormales de Tau 
hiperfosforilada, como la EA, conocidas como “taupatías” (Lee y col. 2001; Leyns y 
Holtzman, 2017), que se pueden diferenciar según la composición y morfología de los 
filamentos y la distribución de éstos dentro del cerebro. Por ejemplo, la parálisis 
supranuclear progresiva (PSP), enfermedad frontotemporal (enfermedad de Pick; PiD) y 
parkinsonismo relacionado con el cromosoma 17 (FTDP-17), entre otros (Hane y col. 2017a; 
Gao y col. 2018; Leyns y Holtzman, 2017). Se han descrito en torno a 40 mutaciones de Tau 
ligadas a la demencia frontotemporal, mientras que ninguna se ha asociado al Alzheimer 
Familiar (FAD).  
Los enfermos de Alzheimer presentan un patrón típico de distribución de las lesiones 
neurofibrilares a lo largo de la enfermedad, pudiéndose distinguir seis estadios o etapas: 
estadios de Braak (Fig.A4) (Braak y Braak, 1991; Braak y col. 2006; Kumar y Tsao, 2018; 
Gao y col. 2018). De manera resumida, la patología tau comienza en el locus coeruleus y la 
corteza entorrinal (Braak I-II) y avanza hacia el hipocampo y la corteza asociativa (Braak III-
IV), afectando en estadios avanzados a las áreas sensoriales primarias (Braak V-VI) (Spires-
Jones y Hyman, 2014; Hane y col. 2017a), siguiendo un patrón diferente al Abeta. Los 
síntomas de la EA generalmente aparecen cuando los agregados de tau y los depósitos de 
Abeta se encuentran en la neocorteza (Hane y col. 2017a). 
 
4. PATOLOGÍA NEURÍTICA, PÉRDIDA NEURONAL Y SINÁPTICA 
La enfermedad de Alzheimer se caracteriza por una extensa pérdida de sinapsis y neuronas 
(Forner y col. 2017; Hane y col. 2017a), que afectan a regiones cerebrales relacionadas con 
funciones de aprendizaje y memoria, y dando lugar, así, al declive cognitivo que caracteriza 
la progresión de esta enfermedad (Duyckaerts y col. 2009).  
4.1. Disminución de la densidad sináptica 
Estudios histológicos y bioquímicos han demostrado una pérdida de un 25-35% de sinapsis 
en la corteza entorrinal e hipocampo de pacientes en fase intermedia o moderada de la 
enfermedad (Gómez-Isla y col. 1996; Price y col. 2001; Overk y Masliah, 2014), siendo dicho 
hallazgo el que mejor correlaciona con los déficits cognitivos asociados a la patología (Scheff 
y Price, 2003; Scheff y col. 2007; Arendt, 2009; Bayer y Wirths, 2010; Palop y Mucke, 2010; 
Forner y col. 2017; Chen, 2018). Es decir, existen alteraciones a nivel sináptico, que 
preceden a la muerte neuronal y que correlacionan con las deficiencias cognitivas de los 
pacientes (Tampellini y Gouras, 2010; Kumar y Tsao, 2018).  
Actualmente, numerosos estudios tratan de esclarecer las relaciones moleculares entre 
Abeta, tau y las alteraciones sinápticas (Forner y col. 2017). Aunque Abeta participa de 
manera fisiológica en el desarrollo de las sinapsis, niveles elevados de este péptido 




que facilita la LTD e inhibe la LTP. Esto genera depresión sináptica y una pérdida de 
sinapsis electrofisiológicamente activas (Shankar y col. 2007; Small, 2008; Viola y Klein, 
2015; Chen, 2018), lo que parece ser responsable de las alteraciones cognitivas en la EA 
(Jeong, 2017; Forner y col. 2017). Por su parte, tau, además de regular procesos 
importantes en la función sináptica, se encarga de estabilizar los microtúbulos y regular el 
transporte axonal. Se han descrito numerosos mecanismos a través de los cuales tau regula 
la función sináptica y cómo los cambios patológicos de tau produce la alteración de los 
mismos (Forner y col. 2017): sobreactivación o internalización de los receptores NMDA en la 
terminal postsináptica (Spires-Jones y Hyman, 2014), afectando a la LTP; alteración del 
tráfico de mitocondrias y receptores hacia las sinapsis; alteración de la señalización de 
calcio; entre otros. Parece que las formas solubles de Abeta y/o tau, pero no las fibrilares 
y/o agregadas (insolubles), son las causantes de los fallos sinápticos mediado por estas 
proteínas (Crimins y col. 2013; McDonald y col. 2012; Perez-Nievas y col. 2013; Spires-
Jones e Hyman, 2014; Hane y col. 2017a; Gao y col. 2018; Forner y col. 2017). 
4.2. Pérdida neuronal  
En la EA se produce una selectiva degeneración neuronal que afecta a regiones y tipos 
celulares concretos de manera progresiva (Duyckaerts y col. 2009; Jeong, 2017), 
fundamentalmente a la región CA1 del hipocampo (Price y col. 2001; Hof y col. 2003) y a la 
capa II de la corteza entorrinal (CE) (Gómez-Isla y col. 1996; Price y col. 2001), pero también 
al bulbo y al núcleo olfatorio anterior (ter Laak y col. 1994), a la amígdala (Vereecken y col. 
1994), al núcleo basal de Meynert (grupo colinérgico que inerva el hipocampo, la amígdala y 
la neocorteza) (Vogels y col. 1990; Jeong, 2017), a la parte medial de la sustancia negra, a la 
parte rostral del locus coeruleus (grupo noradrenérgico que conecta con la corteza entorrinal 
y el hipocampo) (Busch y col. 1997) y al núcleo del rafe serotoninérgico (Aletrino y col. 1992; 
Mufson y col. 2003; Heneka y O’Banion, 2007; Duyckaerts y col. 2009; Castellani y col. 
2010). En los mecanismos de muerte neuronal están implicados tanto Abeta como Tau 
(Duyckaerts y col. 2009; Spires‐Jones y Hyman, 2014), así como las especies reactivas de 
oxígeno, las alteraciones mitocondriales, la sobreactivación de receptores de glutamato y el 
incremento en la concentración citoplasmática de iones calcio (Jeong, 2017).  
4.3. Patología neurítica 
Las neuritas distróficas asociadas a las placas seniles aparecen de manera temprana en la 
EA y preceden a la pérdida sináptica y a la muerte neuronal, por lo que contribuye de 
manera significativa a la patología en los estadios preclínicos (Masliah y col. 1991; Dickson 
y col. 1999; Bell y Hardingham, 2011; Torres y col. 2012; Sanchez-Varo y col. 2012). Son 
prolongaciones neuronales engrosadas producidas por alteraciones del citoesqueleto y que 
contienen numerosas vesículas donde se acumula APP, BACE1 y γ-secretasa, especies 




2012; Torres y col. 2012). En la EA, las distrofias son abundantes en los sistemas fibrosos 
del hipocampo, la región CA1 y la corteza entorrinal (Sanchez-Varo y col. 2012).  
 
5. ACTIVACIÓN GLIAL Y RESPUESTA NEUROINFLAMATORIA 
La inflamación es un proceso normal en la mayoría de las enfermedades 
neurodegenerativas, e implica una participación activa del sistema inmune innato del SNC, 
coordinado principalmente por la microglía y la astroglía (Hane y col. 2017a; Labzin y col. 
2017; Latta y col. 2014; Heneka y col. 2014, 2015a, 2015b; Heppner y col. 2015; Liu y col. 
2014), pero también por células endoteliales, dendríticas y células del sistema inmune 
adaptativo. Estas células gliales, en respuesta al antígeno, liberan una serie de mediadores 
moleculares inflamatorios (González y col. 2014; Dá Mesquita y col. 2016; Liu y col. 2014), 
con diversas propiedades proinflamatorias, fagocíticas, citotóxicas y reguladoras de 
linfocitos T (Ubogu y col. 2006), con el objetivo de revertir el daño y recuperar las 
condiciones normales y fisiológicas en el parénquima nervioso.  
Sin embargo, la presencia continuada del agente desencadenante de esta respuesta 
inmunológica, como por ejemplo los depósitos de Abeta (Butovsky y col. 2005; Sastre y col. 
2006), puede provocar un proceso neuroinflamatorio sobreactivado crónico, que crea un 
ambiente en el que el estrés oxidativo, la muerte celular, la infiltración de leucocitos a través 
de la barrera hematoencefálica y la degeneración tisular se van agravando progresivamente 
(Mrak y Griffin, 2005; Sochocka y col. 2016; Schwartz y Deczkowska, 2016). En 
consecuencia, acaba contribuyendo a la disfunción y/o muerte neuronal, desempeñando así 
un papel importante en varios tipos de procesos o patologías neurodegenerativos, como la 
EA (Heneka y O’Banion, 2007; Perry y col. 2010; Heneka y col. 2015b; Heppner y col. 2015; 
Mena y García de Yebenes, 2008; Ubogu y col. 2006), lo que indica que la neuroinflamación 
es otro componente patológico temprano y continuo en la patología del Alzheimer (Nuzzo y 
col. 2014; Hane y col. 2017a; Chen, 2018; Zhang y Jiang, 2015; Gutierrez y Vitorica, 2018).  
Estudios genéticos realizados en miles de pacientes (GWAS), avalan un papel importante de 
la neuroinflamación en la patogénesis del Alzheimer, ya que se han identificado numerosos 
polimorfismos en genes involucrados en la respuesta inmune cerebral asociados a la forma 
esporádica de la enfermedad, como TREM2, TYROBP, CD33, CR1, CLU, ABCA7, HLA-
DRB5/HLA-DRB1, MS4A y EPHA1 (Dansokho y Heneka, 2018; Karch y col. 2014; Korvatska 
y col. 2015; Colonna y Wang, 2016; Villegas-Llerena y col. 2016; Huang y col. 2017; Sims y 
col. 2017; Lambert y col. 2013), muchos de ellos altamente expresados en la microglía y/o 
los astrocitos. Sin embargo, el papel que desempeña la activación microglial y astroglial en 
el desarrollo de la patología todavía no ha sido caracterizado de manera completa.  
Existen numerosos estudios que tratan de esclarecer la contribución de la neuroinflamación 
en la patogénesis de la EA (ver revisión Heneka y col. 2015a). Tanto microglía como 




que desencadena una respuesta inflamatoria en el cerebro de pacientes de Alzheimer y de 
modelos murinos de la enfermedad. Definir los perfiles funcionales (neuroprotector, 
neurotóxico y/o degenerativo) de estos tipos celulares con el progreso de la enfermedad 
podría ayudar a desarrollar estrategias terapéuticas más eficientes y seguras (Dansokho y 
Heneka, 2018). 
5.1. Componentes celulares del sistema inmune del SNC 
5.1.1. MICROGLÍA 
Son las células mieloides residentes (fagocitos mononucleares), componentes principales de 
la respuesta inmune cerebral (Ubogu y col. 2006; Chen YG, 2018; Gutierrez y Vitorica, 
2018; Hansen y col. 2017). Se originan en el saco vitelino a partir de células progenitoras 
eritropoyéticas y migran al cerebro, donde se propagan, extienden y ramifican a través del 
parénquima cerebral (Ginhoux y col. 2013; Hansen y col. 2017; Nimmerjahn y col. 2005; 
Fuhrmann y col. 2010). Constituyen un 5-10% del total de las células del SNC adulto 
(Zhang y Jiang, 2015) y presentan una distribución regional con mayor densidad en la 
sustancia blanca que en la gris (Mittelbronn y col. 2001).  
5.1.1.1. Funciones fisiológicas de la microglía 
En condiciones fisiológicas, la microglía está implicada en numerosas funciones, tales como 
la neurogénesis adulta, la supervivencia, proliferación y/o diferenciación neuronal, la 
correcta organización de las complejas redes neuronales (Colonna y Butovsky, 2017), la 
inducción de la muerte celular programada y la fagocitosis de células muertas (Schafer y 
Stevens, 2015). Además, se consideran los “macrófagos del cerebro” (Ginhoux y col. 2010; 
Hansen y col. 2017) y, por tanto, se encargan de la destrucción de patógenos invasores y de 
promover la reparación y la homeostasis tisular (Colonna y Butovsky, 2017; Zhang y Jiang, 
2015). También participan, junto con los astrocitos, en la remodelación de las sinapsis 
(Hong y col. 2016; Hansen y col. 2017; Colonna y Butovsky, 2017) y, con ello, en la 
plasticidad sináptica (Wu y col. 2015; Hansen y col. 2017; Colonna y Butovsky, 2017).  
En condiciones normales, la microglía se encuentra inspeccionando continuamente el 
entorno (Nimmerjahn y col. 2005; Fuhrmanny col. 2010), a través de sus prolongaciones 
altamente dinámicas y contactando con neuronas, astrocitos y vasos sanguíneos (Colonna y 
Butovsky, 2017). Cuando detecta una alteración, daño o estímulo inflamatorio, la célula 
microglial adquiere un estado activado con morfología más ameboide, con el fin de 
neutralizar al agente causante del daño (Saresella y col. 2016; Colonna y Butovsky, 2017). 
Como consecuencia, se activan numerosas vías de señalización que producen la liberación 
de mediadores inflamatorios y activan al resto de células implicadas en la respuesta inmune 
(Gomez-Nicola y Perry, 2015). Clásicamente, se ha clasificado a la microglía activa en dos 
fenotipos funcionales extremos, atendiendo a sus funciones, a la señal de activación que 




2014; Tang y Le, 2015; Colonna y Butovsky, 2017): fenotipo clásico (M1), que generan una 
respuesta proinflamatoria y citotóxica, y fenotipo alternativo (M2), responsable de una 
respuesta pro-supervivencia, regeneradora y antiinflamatoria (Mosher y Wyss-Coray, 2014; 
Li y col. 2014; Cai y col. 2015; Leyns y Holtzman, 2017; Chen, 2018). Esta clasificación de 
la microglía ha sido de gran ayuda para conceptualizar sus actividades in vitro, pero está 
siendo actualmente revisada (Ransohoff, 2016; Masgrau y col. 2017), ya que las células 
microgliales raramente muestran una polarización hacia uno de los fenotipos, sino que 
normalmente coexisten varios tipos en una patología (Colonna y Butovsky, 2017; Leyns y 
Holtzman, 2017). 
El efecto del envejecimiento sobre la microglía origina una respuesta hiperreactiva (Gomez-
Nicola y Perry, 2015), caracterizada por cambios morfológicos y moleculares y una 
disfunción progresiva de sus funciones (Baron y col. 2014; Mosher y Wyss-Coray, 2014; 
Streit y col. 2014; Colonna y Butovsky, 2017; Salter y Stevens, 2017).  
5.1.1.2. Papel de la microglía en la patología de la EA  
La implicación de la microglía en el desarrollo de la patología de Alzheimer parece ser dual y 
bastante compleja (Zhang y Jiang, 2015), pudiendo desempeñar una función perjudicial o 
protectora pero insuficiente (Gutierrez y Vitorica, 2018; Navarro y col. 2018). Estudios 
recientes de GWAS han identificado numerosos polimorfismos en proteínas asociadas con la 
función microglial considerados factores de riesgo de la EA (Dansokho y Heneka, 2018; 
Gutierrez y Vitorica, 2018; Navarro y col. 2018). Destacan, en este sentido, varias 
mutaciones con pérdida de función en TREM2 (Guerreiro y col. 2013; Hickman y El Khoury, 
2014; Lue y col. 2014; Jonsson y col. 2013) y mutaciones en el receptor de superficie CD33 
(Griciuc y col. 2013; Bradshaw y col. 2013; Heppner y col. 2015), ambos implicados en la 
activación y/o internalización microglial del péptido Abeta (Guerreiro y col. 2013; Lue y col. 
2014; Bradshaw y col. 2013; Cruchaga y col. 2013; Griciuc y col. 2013; Hickman y El 
Khoury, 2014; Yeh y col. 2017).  
Los depósitos amiloides están rodeados por las prolongaciones microgliales (Malm y col. 
2005; Meyer-Luehmann y col. 2008), lo que podría constituir una barrera física protectora 
frente a la toxicidad de la placa, promoviendo su compactación y aislamiento, y evitando su 
expansión y toxicidad (Yuan y col. 2016; Hansen y col. 2017). Es más, la fagocitosis activa 
de Abeta oligomérico por la microglia (Frautschy y col. 1992; Mandrekar y col. 2009) junto 
con la actividad proteolítica de las enzimas que secreta (Yang y col. 2011), reducen en 
conjunto la polimerización del Abeta y, a su vez, impiden el crecimiento de la placa (Simard 
y col. 2006; Bolmont y col. 2008; Serrano-Pozo y col. 2013a). Pero, además, este proceso 
forma parte de la reacción inflamatoria que ocurre en la EA, caracterizada por la activación 
microglial que se inicia alrededor de las placas y que se expande con el avance de la 
patología por todo el parénquima cerebral (Jimenez y col. 2008, 2011). Por tanto, aunque la 




los estadios avanzados de la enfermedad, la microglía podría perder eficacia o incluso 
volverse perjudicial, contribuyendo así a la progresión de la patología (Gutierrez y Vitorica, 
2018).  
Aunque la microglía activa se ha clasificado tradicionalmente en los fenotipos M1 y M2, 
funcionalmente opuestos (Colonna y Butovsky, 2017; Leyns y Holtzman, 2017; Chen, 2018), 
en los últimos años, se han identificado mediante estudios a nivel transcripcional el perfil 
genético microglial concreto en distintos modelos de enfermedades neurodegenerativas 
(Srinivasan y col. 2016; Mathys y col. 2017; Krasemann y col. 2017; Friedman y col. 2018; 
Chiu y col. 2013; Brown y George-Hyslop, 2017). Así, se ha caracterizado el fenotipo de la 
microglía asociada a placas en diferentes modelos amiloidogénicos de la EA (Keren-Shaul y 
col. 2017; Krasemann y col. 2017; Mrdjen y col. 2018; Ofengeim y col. 2017), en modelos de 
taupatías (Friedman y col. 2018; Leyns y Holtzman, 2017), y en otras enfermedades 
neurodegenerativas, como la esclerosis lateral amiotrófica (Spiller y col. 2018) y la esclerosis 
múltiple (Krasemann y col. 2017), así como en el envejecimiento (Mrdjen y col. 2018; Olah y 
col. 2018). Estos estudios concluyen que la activación microglial, ante diversos daños y/o 
patologías conlleva la disminución de la expresión de genes “homeostáticos” (CX3CR1, 
P2RY12, P2RY13, TMEM119, y CD33; Butovsky y col. 2014) y la activación del programa 
genético DAM (“disease-associated microglia”) (Keren-Shaul y col. 2017) asociado a la 
inducción de diversos genes como CSF1, CLEC7A e IGF-1, genes asociados con el riesgo de 
desarrollar Alzheimer, como TREM2, APOE, TYROPB (Lambert y col. 2013), y relacionados 
con rutas implicadas en fagocitosis/degradación lisosomal, respuesta inmune y endocitosis 
(Fig.A11) (Brown y George-Hyslop, 2017). Sin embargo, los mecanismos que regulan el 
cambio de fenotipo microglial de homeostático a DAM todavía no se conocen con detalle. Sí 
se sabe que es un proceso secuencial de dos pasos, que está mediado por la señalización 
TREM2-APOE (Krasemann y col. 2017; Keren-Shaul y col. 2017; Hickman y El Khoury, 
2014; Ulland y col. 2017).  
No obstante, se necesitan más estudios para entender la expresión de este perfil genético 
“DAM” y determinar sus efectos en la progresión de las diferentes patologías. La existencia 
de múltiples estados de activación microglial en las enfermedades neurodegenerativas, 
podría explicar los diversos papeles de la microglía en el desarrollo y progresión de la 
patología del Alzheimer (Hansen y col. 2017). De hecho, puede que no haya microglía 
“buena” o “mala”, sino simplemente funciones microgliales disfuncionales (Brown y George-
Hyslop, 2017). En este sentido, se ha descrito en el envejecimiento la presencia de células 
de microglía senescente caracterizadas por una morfología distrófica y la incapacidad de 
realizar correctamente sus funciones (Streit y Xue, 2009). Apoyan esta idea distintos 
artículos que postulan que la función y supervivencia microglial parecen estar 
comprometidas en la EA (Konno y col. 2014; Tada y col. 2016). Además, en nuestro 
laboratorio hemos identificado un proceso de degeneración microglial en el hipocampo de 




(Sanchez-Mejias y col. 2016). Esta respuesta microglial es distinta del fenotipo hiperreactivo 
citotóxico mediado por Abeta y por otras formas de Tau, y podría estar asociada con el 
desarrollo de la EA (Navarro y col. 2018; Gutierrez y Vitorica, 2018; Sanchez-Mejias y col. 
2016; Hansen y col. 2017; Romero-Molina y col, 2018).  
 
En definitiva, queda por dilucidar si la microglía juega un papel beneficioso, perjudicial o 
insuficiente a lo largo de la patología de Alzheimer, teniendo en cuenta que su papel muy 




Los astrocitos son las células gliales más abundantes del SNC (~35%) y participan, junto 
con la microglía, en la respuesta neuroinflamatoria. Al igual que las neuronas y los 
oligodendrocitos, los astrocitos derivan del neuroectodermo (Zhang y Jiang, 2015). Aunque 
morfológicamente son muy heterogéneos, se caracterizan por presentar una estructura 
estrellada con múltiples prolongaciones que conectan con vasos sanguíneos, neuronas, 
oligodendrocitos, microglía y otros astrocitos. La proteína GFAP (Glial fibrilary acidic protein), 
componente principal de la red de filamentos intermedios del citoesqueleto, es el marcador 
más usado para identificar astrocitos de manera específica. Otras proteínas 
abundantemente expresadas en los astrocitos son vimentina (Vim), aldehído deshidrogenasa 
(ALDH) y glutamina sintetasa (GS) (Sofroniew y Vinters, 2010; Verkhratsky y col. 2014; 
Phillips y col. 2014; Heppner y col. 2015).  
Figura A.11. Esquema de los mecanismos secuenciales de activación de la microglía DAM. La
microglía homeostática cambia al estado DAM mediante dos mecanismos secuenciales, observado en
la EA, ELA así como en el envejecimiento. El primero de ellos es independiente de TREM2 e
involucra la activación de genes como TYROBP y APOE, así como la desactivación de genes
homeostáticos («Stage 1 DAM»). El segundo mecanismo de activación es dependiente de TREM2 e
implica la activación de genes necesarios para la fagocitosis y metabolismo lipídico, es decir,
intervienen en la defensa contra Abeta («Stage 2 DAM»). Los genes clave involucrados en cada estado
se muestran debajo de cada condición. Las flechas indican el aumento (rojo) o la disminución (verde)




Tradicionalmente, la astroglía se ha clasificado en dos tipos principales (Zhang y Jiang, 
2015; Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018; Cai y col. 2017; Verkhratsky y Butt, 2007; Barres, 
2008) (Fig.A12). Por un lado, los astrocitos protoplasmáticos son característicos de la 
sustancia gris y con poca reactividad para GFAP en condiciones normales. Presentan 
ramificaciones finas y abundantes, que contactan con neuronas y vasos sanguíneos, 
formando los denominados “pies perivasculares”. Por otro lado, los astrocitos fibrosos, 
típicos de la sustancia blanca, son inmunoreactivos para GFAP, poseen menos 
ramificaciones, pero con prolongaciones más largas, y conectan con los oligodendrocitos y 
los nódulos de Ranvier (Zhang y Jiang, 2015; Cai y col. 2017; Verkhratsky y Butt, 2007), 
encontrándose a lo largo de los axones mielinizados. Sin embargo, la heterogeneidad 
morfológica, funcional y molecular de los astrocitos es mucho más compleja que esta simple 
clasificación (Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018; John Lin y col. 2017; Sosunov y col. 2014; 
Chai y col. 2017). De hecho, se han descrito hasta 5 tipos de astrocitos diferentes en 
función de su morfología, localización y perfil proteico (Chai y col. 2017; Haim y Rowitch 




5.1.2.1. Funciones fisiológicas de los astrocitos 
Los astrocitos desarrollan múltiples y variadas funciones fundamentales para el correcto 
mantenimiento y la homeostasis general del SNC (Sofroniew y Vinters, 2010; Clarke y 
Barres, 2013; Liddelow y Barres, 2017; Zhang y Jiang, 2015; Ubogu y col. 2006; Liu y col. 
2014; Acosta y col. 2017; Garwood y col. 2017; Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018; 
Verkhratsky y col. 2010), a través de múltiples mecanismos (Colonna y Butovsky, 2017). 
Los astrocitos suministran a las neuronas antioxidantes (Pertusa y col. 2007), factores 
tróficos (VEGF, GDNF, bFGF) (Minter y col. 2016), y otros muchos elementos fundamentales 
para su soporte metabólico. Además, eliminan residuos y toxinas del líquido 
cefalorraquídeo, liberan factores quimiotáxicos, mantienen el equilibrio hidro-salino del 
parénquima cerebral y participan en la reparación y el proceso de cicatrización del SNC tras 
daños traumáticos (Liu y col. 2014).  
Figura A.12. Perfiles morfológicos de los astrocitos en condicones normales. (A) Astrocitos protoplasmático en la
capa II de la neocorteza occipital con su típica apariencia frondosa/globosa, mostrada mediante inmunohistoquímica
con marcaje para el transportador de glutamato GLT-1/EAAT2. (B) Astrocitos fibrosos en la materia blanca del lóbulo
temporal, que son ricos en la proteína GFAP (inmunohistoquímica). Imagen modificada de Perez-Nievas y Serrano-
Pozo, 2018. (C) Representación esquemática de la morfología de ambos tipos astrocíticos: protoplasmáticos (globosos,





Los pies astrocitarios, junto con células del endotelio capilar y pericitos vasculares, rodean 
el 90% de la membrana basal de los vasos sanguíneos cerebrales, participando en la 
formación y mantenimiento de la barrera hematoencefálica (Sofroniew y Vinters, 2010; 
Medeiros y LaFerla, 2013; Verkhratsky y col. 2014; Heppner y col. 2015; Haim y Rowitch, 
2017; Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018; Barres, 2008). De esta manera, los astrocitos 
proporcionan soporte bioquímico a las células endoteliales (Liu y col. 2014), regulan el paso 
selectivo de sustancias al SNC (Ota y col. 2013) y contribuyen activamente a la captación de 
glucosa sanguínea, para dar soporte energético a las neuronas, a través del lactato 
(Verkhratsky y col. 2010). Igualmente, los astrocitos controlan el flujo de agua entre el 
cerebro y la circulación sanguínea a través de canales acuosos, conocidos como 
acuaporinas, especialmente AQP1 y AQP4 (Verkhratsky y col. 2010; Perez-Nievas y Serrano-
Pozo, 2018). Recientemente se han relacionado también con el “drenaje glinfático” 
(Nedergaard, 2013), a través del cual se produce el aclaramiento paravascular de solutos 
tóxicos (Ries y Sastre, 2016; Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018; Zenaro y col. 2017).  
Por otro lado, participan también en la regulación de funciones neuronales y sinápticas 
(Araque y col. 2014). La comunicación entre astrocitos y neuronas (Barres, 2008) tiene una 
gran importancia funcional en las sinapsis tripartitas (Covelo y Araque, 2018; Verkhratsky y 
col. 2010); de hecho, un solo astrocito puede contactar con cientos de sinapsis (Yamazaki y 
Kanekiyo, 2017), y esta íntima relación les permite coordinar múltiples redes neuronales 
(Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018; Clarke y Barres, 2013; Barres, 2008). Se sabe que las 
neuronas y su actividad también regulan el transcriptoma de los astrocitos (Hasel y col. 
2017). Por tanto, y de manera general, la función cerebral es dependiente de la actividad 
coordinada de las redes astrocitos-neuronas (Covelo y Araque, 2018). Los astrocitos también 
ejercen papeles importantes en el mantenimiento y desarrollo de las sinapsis, controlando la 
formación, maduración, función y eliminación de las mismas (Clarke y Barres, 2013; 
Barres, 2008), ya que participan, junto con la microglía, en el “pruning” de sinapsis y 
axones innecesarios, (Clarke y Barres, 2013; Barres, 2008), sustentando el refinamiento de 
los circuitos neuronales. Por todo ello, participan en procesos de sinaptogénesis y 
plasticidad sináptica (Vasile y col. 2017), estando pues implicados en mecanismos de 
aprendizaje y memoria (Chung y col. 2013; Verkhratsky y col. 2010). 
Cualquier insulto agudo o crónico en el SNC origina una activación y un cambio importante 
en la morfología de los astrocitos (Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018; Verkhratsky y col. 
2010), conocida como “astrogliosis”, que se caracteriza por distintos cambios moleculares, 
celulares y funcionales (Sofroniew y Vinters, 2010). Entre ellos, destaca el aumento de las 
proteínas GFAP y Vim, implicadas en el acortamiento y engrosamiento de las prolongaciones 
y el aumento del tamaño del soma (Chen, 2018; Verkhratsky y col. 2010; Perez-Nievas y 
Serrano-Pozo, 2018) que sufre el astrocito al activarse. Esta activación astrocítica puede 
ejercer un efecto tanto beneficioso como perjudicial para las células de su entorno 




Zamanian y col. 2012; Liddelow y col. 2017). Actualmente, existen numerosos estudios que 
intentan averiguar el papel de la astrogliosis en el desarrollo de las distintas enfermedades 
neurodegenerativas (Zamanian y col. 2012; Liddelow y col. 2017; Zhang y Jiang, 2015; John 
Lin y col. 2017). Además, la deficiencia o alteración de cualquiera de las funciones de los 
astrocitos podría desencadenar o empeorar la disfunción neuronal en distintos procesos 
neurodegenerativos (Zhang y Jiang, 2015).  
5.1.2.2. Papel de los astrocitos en la patología de la EA  
En los cerebros de pacientes de Alzheimer, los astrocitos, al igual que la microglía, 
experimentan cambios morfológicos y funcionales. Tanto en cerebros postmortem de 
enfermos de Alzheimer como en los de ratones transgénicos modelos de la enfermedad, se 
produce una reactividad astrocitaria generalizada (Verkhratsky y col. 2010; Fu y 
Jhamandas, 2014; Verkhratsky y col. 2010), caracterizada por el aumento en la expresión 
de las proteínas GFAP, Vim o ALDH1L1. Dicha activación astroglial o “astrogliosis” se 
produce en los primeros estadios de la enfermedad y progresa significativamente a medida 
que lo hace la patología amiloidea y de tau (Verkhratsky y col. 2010; Carter y col. 2012; 
Rodríguez-Arellano y col. 2016; Garwood y col. 2016; Heneka y col. 2014, 2015a, 2015b). 
Los astrocitos reactivos participan en los eventos inflamatorios e inmunológicos asociados a 
la EA, secretando diversas citoquinas inflamatorias, como TNF, IL1b, IL6, IL8, IL10, TFGb, 
IFNg e IFNb (Morales y col. 2014; Zhang y Jiang, 2015).  
La localización de astrocitos reactivos alrededor de las placas amiloides sugiere que los 
depósitos y los oligómeros de Abeta desencadenan una marcada activación astroglial (Zhang 
y col. 2010; Carrero y col. 2012; Medeiros y LaFerla, 2013; Morales y col. 2014; Zhang y 
Jiang, 2015). Además, los factores proinflamatorios liberados por la microglía y los 
astrocitos, así como el estrés crónico, podrían inducir la producción de Abeta por los 
astrocitos, lo que supondría una fuente importante de Abeta durante la neuroinflamación en 
la EA (Zhang y Jiang, 2015; Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018; Acosta y col. 2017 
Verkhratsky y col. 2010). En sentido opuesto, los astrocitos reactivos podrían tener un 
papel protector ya que forman una barrera física alrededor de las placas que limita su 
crecimiento y protege a las neuronas cercanas de las especies oligoméricas de Abeta (Perez-
Nievas y Serrano-Pozo, 2018). También parecen intervenir en procesos de captación, 
aclaramiento y degradación de Abeta (Verkhratsky y col. 2010; Zhang y Jiang, 2015), 
además de que los astrocitos reactivos pueden expresar enzimas degradadoras de Abeta, 
como ECE2, IDE, NEP y las metaloproteinasas MMP-2, -3, -6 y -9 (Ries y Sastre, 2016; 
Miners y col. 2008; Zhang y Jiang, 2015; Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018; Verkhratsky y 
col. 2010; Acosta y col. 2017), aunque se ha descrito una disminución de estos mecanismos 
a lo largo de la progresión de la EA (Farris y col. 2007; Tarasoff-Conway y col. 2015), lo que 




Por otro lado, el cambio morfológico asociado a la activación astroglial afecta a los pies de 
los astrocitos, lo que puede producir alteraciones en la unidad neurovascular (Perez-Nievas 
y Serrano-Pozo, 2018) y, con ello, en la integridad de la BHE (Liu y col. 2014), provocando 
las alteraciones cerebrovasculares típicas de la EA (Avila-Muñoz y Arias, 2014; Acosta y col. 
2017; Verkhratsky y col. 2010). Como consecuencia, se acentúa la deposición de Abeta, 
contribuyendo a la angiopatía amiloide cerebral, y se altera el aclaramiento de este péptido a 
través de la BHE (Ries y Sastre, 2016; Kress y col. 2014; Hubbard y col. 2018; Cai y col. 
2017), originando un bucle de retroalimentación positiva que agrava el proceso. Por tanto, 
es importante tener en cuenta esta posible transformación perjudicial de los astrocitos, en la 
que adquieren la capacidad para generar Abeta y la pierden para eliminarlo (Zhang y Jiang, 
2015). La atrofia/disfunción astrocitaria implicaría la reducción del soporte homeostático 
astroglial, con graves consecuencias en la supervivencia neuronal y en la actividad funcional 
de las sinapsis (Coleman y col. 2004; Rodríguez-Arellano y col. 2016). De hecho, existen 
evidencias de que la activación astrocitaria altera la función normal de los astrocitos como 
moduladores de la transmisión sináptica neuronal (Verkhratsky y col. 2010; Acosta y col. 
2017; Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018), lo que podría estar directamente relacionado con 
los fallos en el aprendizaje y la memoria de los pacientes de EA (Tian y col. 2013).  
En definitiva, existe un debate sobre si los astrocitos ejercen un papel neurotóxico o 
neuroprotector en la patología de la EA (Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018), por lo que 
resulta imprescindible caracterizar su función y su potencial patológico o neuroprotector. 
Los resultados, a día de hoy, parecen indicar que los astrocitos poseen un papel 
neuroprotector en los inicios de la patología, que podría disminuir con la progresión de la 
enfermedad, probablemente debido a una pérdida de sus funciones normales o a una 
ganancia de función tóxica, o a ambas (Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018). Por tanto, el 
término “reactivo” resulta insuficiente para definir el estado y función de los en la EA. Así 
pues, y de forma similar a la microglía, se ha propuesto que los astrocitos podrían adoptar 
gran variedad de fenotipos funcionales dependiendo del contexto patológico en el que se 
encuentren (Zamanian y col. 2012; Liddelow y Barres, 2017).  
Actualmente, se están realizando numerosos estudios transcriptómicos con el fin de 
caracterizar los perfiles de expresión de los astrocitos en el cerebro de pacientes de EA y de 
modelos murinos de la enfermedad. Así, se han identificado dos fenotipos diferentes de 
reactividad astroglial, según el estímulo que lo genere: la neuroinflamación parece inducir 
un fenotipo A1, mientras que daños por isquemia producen un fenotipo A2 (Simpson y col. 
2011; Zamanian y col. 2012; Liddelow y col. 2017). Los astrocitos A1 se caracterizan por un 
perfil inflamatorio y pejudicial, al perder su capacidad de promover la supervivencia y 
crecimiento neuronal, la sinaptogénesis y la fagocitosis; aumentan la expresión de genes 
que provocan destrucción sináptica, como los genes de la cascada del complemento, y 
también son altamente tóxicos para las neuronas, aunque el mecanismo exacto de toxicidad 




posible fenotipo A1 depende, en cierta medida, de la interacción con la microglía y se 
modula por la presencia del alelo 4 del ApoE, al menos en modelos animales (Liddelow y 
Barres, 2017; Shi y col. 2017b). Se han encontardo astrocitos A1 en ratones transgénicos de 
tau que expresan la isoforma ApoE4 (Shi y col. 2017b) y en el SNC de pacientes con 
diversas enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la EA (Liddelow y col. 2017). Por el 
contrario, los astrocitos A2 se caracterizan por un aumento en la expresión de factores 
neurotróficos, que promueven la supervivencia y crecimiento neuronal, y trombospondinas, 
que favorecen la reparación de sinapsis. Sin embargo, esta división en dos fenotipos 
contrapuestos es muy probablemente una simplificación y no representa fielmente la 
realidad (Masgrau y col. 2017; John Lin y col. 2017; Sosunov y col. 2014; Chai y col. 2017), 
por lo que, actualmente, se propone que los astrocitos pueden presentar fenotipos muy 
diferentes en función de la región en la que se encuentran y/o del estímulo que reciban. 
Todos estos estudios, en conjunto, parecen apoyar la idea de que la reacción astrocítica en 
la EA implica una ganancia de función neurotóxica y una pérdida de su función 
neuroprotectora (Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018).  
5.2. Mediadores de la respuesta inflamatoria 
Se han descrito diversas citoquinas (interleuquinas y quimioquinas) mediadoras de la 
respuesta inflamtoria en la EA, tanto de naturaleza pro-inflamatoria, como TNF, FASL, 
CH3L1, INFg, IL1b, IL6 e IL12a, como anti-inflamatoria entre las que se incluyen IL13, IGF1, 
TGFb, IL10, IL4, (Heneka y O’Banion, 2007; Colton y col. 2006; Hane y col. 2017a; Leyns y 
Holtzman, 2017; Zhang y Jiang, 2015). Algunos ejemplos de quimioquinas y sus receptores, 
con implicaciones importantes en la EA, son CCL2/CCR2, CXCL10/CXCR3, 
CX3CL1/CX3CR1, CXCL12/CXCR4, CXCL3/CXCR1, RANTES y CCL5 / CCR1, CCR2 y 
CCR5 (Ubogu y col. 2006; Liu y col. 2014; Hane y col. 2017a; Colonna y Butovsky, 2017). La 
producción de quimioquinas por astrocitos y microglía en respuesta a citoquinas 
proinflamatorias del SNC, podría desencadenar la migración de leucocitos inflamatorios 
desde el espacio perivascular hacia el parénquima cerebral (Ubogu y col. 2006). Por ejemplo, 
las quimioquinas CCL2 y CXCL10 son producidas por los astrocitos alrededor de las 
lesiones y podrían mandar la señal a los receptores CCR2 o CXCR3 de los leucocitos, 
respectivamente.  
Por último, cabe destacar la participación del sistema del complemento, componente del 
sistema inmune innato, que facilita la eliminación de patógenos mediante fagocitosis de los 
antígenos opsonizados o de las células dañadas o apoptóticas, produciendo directamente la 
muerte o lisis celular (Hansen y col. 2017; Rajendran y Paolicelli, 2018; Clarke y Barres, 
2013; Leyns y Holtzman, 2017). La señalización del complemento induce la liberación de 
citoquinas proinflamatorias, como IL1b, TNF, IL6 e IL18 (Leyns y Holtzman, 2017). La 




algún factor soluble, lo que produce C3a y C3b con diversas funciones de señalización 
(Leyns y Holtzman, 2017).  
Muchos trabajos implican al sistema del complemento en la mediación del “pruning” 
sináptico mediado por microglía y astrocitos (Leyns y Holtzman, 2017; Hansen y col. 2017; 
Clarke y Barres, 2013), ya que las proteínas C1q y C3 son necesarias en la fagocitosis 
microglial de sinapsis que parece ser dependiente de Abeta (Hong y col. 2016). C1q se 
expresa en el cerebro adulto y aumenta con el envejecimiento y en ratones modelo de la EA, 
especialmente en el hipocampo, al igual que ocurre con C3 (Hansen y col. 2017; Rajendran 
y Paolicelli, 2018). En el cerebro de pacientes de Alzheimer, C1q interacciona con las placas 
de Abeta y/o los ovillos neurofibrilares de tau, pudiendo desencadenar la activación de la 
vía clásica del complemento (Afagh y col. 1996; Leyns y Holtzman, 2017; Hansen y col. 
2017). Además, el Abeta oligomérico soluble induce la deposición de C1q, siendo necesaria 
para los efectos tóxicos de estos oligómeros sobre las sinapsis y sobre la LTP en el 
hipocampo (Hong y col. 2016). Otros estudios relacionan una mayor acumulación de C1q en 
el hipocampo, con la presencia del alelo 4 de ApoE (Chung y col. 2016). Por otro lado, la 
activación del complemento parece exarcerbar la patología tau en modelos de la EA, lo que 
podría estar mediado por la proteína C3 o C5b-9, aunque el mecanismo todavía no está 
claro (Hansen y col. 2017; Colonna y Butovsky, 2017). A pesar de todos estos hallazgos, el 
papel de la cascada del complemento todavía no se conoce completamente (Rajendran y 
Paolicelli, 2018), por lo que se requieren más estudios para esclarecer su participación en 
enfermedades neurodegenerativas, y en concreto, en la EA.  
Todos los mediadores inflamatorios y sus receptores podrían ser potenciales dianas 
farmacológicas en enfermedades que cursan con neuroinflamación, como la EA. Por lo 
tanto, resulta imprescindible desvelar los mecanismos exactos de neuroinflamación en las 



























B MATERIALES Y METODOS 
1. SUJETOS DE ESTUDIO 
1.1. Animales de experimentación 
En el presente trabajo, los animales de experimentación empleados fueron ratones, de entre 
2 y 18 meses de edad, de las líneas transgénicas que se enumeran a continuación. Como 
controles, se han utilizado sus correspondientes ratones no transgénicos (wildtype, WT), con 
mismo fondo genético (C57BL/6) y edad.  
- APP/PS1 (PS1Δexón9xAPPs): Ratones doble transgénicos PS1dE9/APPS. Estos ratones 
sobreexpresan el gen APP en su isoforma 695 con la mutación Swedish (K594M/M596L) 
descrita en casos de Alzheimer Familiar, y el gen PS1, que presenta una deleción del exón 9 
(PS1dE9), bajo el control del promotor PrP. Estos animales, con fondo genético C57BL/6, 
proceden de Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine) (Jankowsky y col. 2004). 
- APP: Ratones simple transgénicos APPSL, con fondo genético C57BL/6, que 
sobreexpresan el APP751 humano con las mutaciones Swedish (KM670/671NL) y London 
(V717I) descritas en casos de Alzheimer Familiar, bajo control del promotor Thy-1, específico 
de células principales. Estos ratones proceden de Sanofi-Aventis (Paris, Francia). 
- ThyTAU: Ratones Thy-Tau22, que expresan la forma humana de Tau de 4 repeticiones, 
con las mutaciones G272V y P301S, bajo el control del promotor Thy1.2 (Schindowski y col. 
2006). Estos animales fueron suministrados por Sanofi-Aventis (París, Francia).  
- TAU P301S (Line PS19): Ratones que expresan la forma humana de Tau de 4 repeticiones 
y un inserto N-terminal (4R/1N), con la mutación P301S, bajo el control del promotor de la 
proteína priónica (Prnp). Proceden de Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine) (Yoshiyama y 
col. 2007).  
Los animales se crían y mantienen, hasta su uso, en el estabulario del Centro de Producción 
y Experimentación Animal de la Universidad de Sevilla. Se controla la temperatura media a 
21ºC y se mantiene un fotoperiodo de 14 horas de luz y 10 de oscuridad. Todos los 
animales, durante la permanencia en el estabulario, disponen de libre acceso al agua y a 
una dieta estándar. 
Los animales se anestesiaron con pentobarbital sódico (Dolethal®, 60 mg/Kg) y se 
perfundieron transcardialmente con tampón fosfato salino PBS [NaH2PO4 0.1M (Merck) + 
NaHPO4 0.1M (Merck) + NaCl 0.132M (Panreac), pH 7.4], durante 5 min a un flujo continuo 
de 10 ml/minuto, utilizando una bomba de perfusión (DINKO Mod. D-25V). Seguidamente, 
los animales se decapitaron, extrayéndose el cerebro. Estos se dividieron en dos 
hemicerebros; uno para la posterior extracción de las regiones cerebrales de interés (corteza 
y/o hipocampo) para realización de estudios bioquímicos y moleculares, los cuales se 
congelaron en nitrógeno líquido y se mantuvieron a -80ºC hasta su uso. Estas muestras 
congeladas se utilizarían, posteriormente, para la extracción de proteínas totales y/o ARN 
(ver apartado 10), o para el aislamiento de fracciones solubles (S1) (ver apartado 5).  El otro 
hemicerebro, para realizar estudios immunohistoquímicos, se fijan durante tres días a 4ºC 
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por inmersión en solución fijadora PLP [paraformaldehido 4% (Merk), L-Lisina 75 mM (Merk) 
y meta-peryodato sódico 10mM (Merk)] en tampón fosfato (PB) 0.1 M pH 7,4, cambiando la 
solución fijadora cada 24 horas. Tras la fijación, los cerebros se sumergen en una solución 
crioprotectora de sacarosa (Applichem) al 30% con azida sódica 0.02% (Panreac), hasta que 
se hunden completamente, lo que significa que todo el tejido se ha impregnado en sacarosa, 
para crioprotegerlo. Finalmente, los cerebros se congelan de manera gradual, para evitar 
rotura celular, y se mantienen a -80ºC hasta su posterior procesamiento. Para el 
aislamiento de astrocitos (ver apartado 4) se usan las cortezas e hipocampos (sin separar) de 
forma directa, en fresco, tras su extracción del animal perfundido. Para la extracción de 
neurosinaptosomas (ver apartado 9.1), no es necesario la perfusión del animal. En cada 
diseño experimental, las muestras de diferentes genotipos y edades fueron procesadas de 
forma simultánea.  
Todos los experimentos se han realizado de acuerdo con las directrices del Parlamento 
Europeo y del Consejo (Directiva 2010/63/UE), siguiendo la normativa española (Real 
Decreto 53/2013), para la protección de animales utilizados en experimentación. Además, 
los experimentos fueron aprobados por el Comité Ético de Uso de Animales para la 
Investigación de la Universidad de Sevilla. El número de animales empleados, así como el 
estrés y sufrimiento de éstos durante la manipulación y experimentación, fueron reducidos 
al máximo, de acuerdo a la regla de las 3R (reemplazar, reducir y refinar). 
1.2. Muestras humanas postmortem 
Las muestras de tejido utilizadas en este trabajo proceden de necropsias tomadas de 
individuos control y pacientes en diferentes estadios de la enfermedad de Alzheimer. La 
clasificación de estos pacientes se ha llevado a cabo de acuerdo a la patología de tau 
presente en el tejido cerebral, según los estadios de Braak (Braak y Braak, 1991). Las 
muestras controles proceden de individuos sin ninguna enfermedad 
psiquiátrica/neurológica conocida y en las que no se observaron lesiones ni síntomas 
neurológicos tras realizar el examen neuropatológico.  
Las muestras fueron cedidas por el Dr. Alberto Rábano Gutiérrez Arroyo, director del Banco 
de Tejido para Investigación Neurológica (BTIN) de Madrid, perteneciente a la Fundación 
CIEN del Instituto de Salud Carlos III; por el Dr. Isidro Ferrer, del Instituto de 
Neuropatología y coordinator del Banco de Tejidos Neurológicos del Servicio de Anatomía 
Patológica, perteneciente al IDIBELL-Hospital Universitario de Bellvitge, de Barcelona; y por 
el Banco de Tejidos Neurológicos BioBanc del Hospital clínico-IDIBAPS, en Barcelona; 
siguiendo las normas generales de la legislación española y del comité ético local. Este 
proyecto ha sido aprobado por el Portal de Ética de la Investigación Biomédica de Andalucía 
(PEIBA) de la Consejería de Salud, así como por los propios Comités Éticos de los 
respectivos Bancos de Tejidos y el Comité Ético de Investigación de los Hospitales 
Universitarios Virgen Macarena-Virgen del Rocío.  
 41 
 
B MATERIALES Y METODOS 
En la Tabla B1 se detallan las medias de edad y sexo de cada uno de los grupos estudiados 
(basados en el estadio de Braak), así como el intervalo de tiempo postmortem transcurrido 
hasta la toma de la muestra. El tejido, una vez extraído, se mantiene a -80ºC hasta su uso, 
para evitar la degradación de proteínas y ARN. Las muestras de la necropsia se dividen aún 
congeladas en secciones de 70-90 mg para la extracción de proteínas, ARN o fracción 





(h) Masculino (%) Femenino (%) 
Braak 0 (n=6) 66,67 33,33 51 ± 6,2 5,8 ± 2,1 
Braak II (n=17) 52,94 47,06 46,53 ± 9,9 9,4 ± 5,0 
Braak III-IV (n=12) 63,64 36,36 82,5 ± 8,1 6,1 ± 5,3 
Braak V-VI (n=17) 57,14 42,86 75,3 ± 14,6 8,0 ± 3,2 
Tabla B1. Datos referentes a las muestras humanas analizados en el presente estudio. Los 
individuos se clasifican según el estadio Braak y se especifican los porcentajes de individuos de cada sexo 
y los datos medios ± desviación estándar de la edad y el tiempo postmortem transcurrido desde la muerte 
hasta la toma de muestra.  
 
2. CULTIVOS DE LÍNEAS CELULARES 
En todos los casos, las células se incubaron a 37ºC, en una atmósfera humidificada con un 
5% de CO2, y su manipulación se llevó a cabo bajo condiciones de esterilidad, utilizando 
una campana de flujo laminar y material estéril. Las células se subcultivaban 2-3 veces en 
semana, manteniendo una confluencia adecuada al crecimiento celular de cada línea. Para 
ello, mediante un rascador (scraper) o mediante el uso de Trypsin 0,25%-EDTA 1 mM 
(Biowest) se recogen las células del frasco de cultivo y se resuspenden en medio de cultivo 
correspondiente, haciendo diluciones 1:2, 1:5 ó 1:10 antes de sembrar en un frasco nuevo. 
El número de células y soporte utilizado en cada ensayo van a depender de las condiciones 
experimentales empleadas. 
2.1. Línea microglial BV2 
Esta línea deriva de la microglía neonatal murina raf/myc-inmortalizada y es la línea 
microglial más utilizada como sustitución de la microglía primaria en estudios de 
neurodegeneración. Estas células son mantenidas de forma rutinaria en medio DMEM-F12 
w/o L-glutamine (Biowest) suplementado con glutamina 2 mM (Biowest), suero fetal bovino 
inactivado 10% (SFB; Biowest), 100 U/ml de penicilina (Biowest) y 100 µg/ml de 
estreptomicina (Biowest).  
2.2. Línea microglial N13 
Esta línea deriva de células primarias murinas inmortalizadas mediante el uso de retrovirus 
oncogénicos. Estas células inmortalizadas, tras su estimulación con LPS, producen un 
repertorio de citoquinas similar a la microglía primaria (Righi y col. 1989). Esta línea 
microglial se mantiene en medio RPMI1640 w/o L-glutamine (Biowest) suplementado con 
glutamina 2 mM, SFB 10%, 100 U/ml de penicilina y 100 µg/ml de estreptomicina. 
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2.3. Línea neuronal N2a 
Las células neuronales de la línea N2a utilizadas en este trabajo, que provienen de 
neuroblastomas de ratón, fueron generosamente donadas por el Dr. Gopal Thinakaran 
(University of Chicago; USA). El mantenimiento de estas células se hace, rutinariamente, en 
medio DMEM High Glucose w/L-glutamine (Biowest) (50%) y OPTIMEM 1 (Gibco) (50%), 
suplementado con L-glutamina 2 mM, SFB 10%, 100 U/ml de penicilina y 100 µg/ml de 
estreptomicina.  
2.4. Línea astroglial WJE 
La línea celular WJE son células inmortalizadas de astrocitos murinos que expresan el alelo 
ε3 (WJE-ε3) de la apolipoproteína E humana (knock-in). El mantenimiento de estas células 
se lleva a cabo en medio de cultivo DMEM/F-12 w/o L-Glutamine, suplementado con SFB 
10%, piruvato de sodio 1% (Biowest), 100 U/ml de penicilina y 100 g/ml de estreptomicina 
y Geneticina 200 g/ml (G418; Biowest).  
3. CULTIVOS CELULARES PRIMARIOS 
3.1. Cultivo mixto de microglía y astrocitos 
Estos cultivos primarios se realizan según se describe en Jimenez y col. 2008. Estas células 
se obtienen a partir de corteza e hipocampo de ratones C57BL/6 neonatales (P1-P3). Tras la 
decapitación de la crías, se extrae el cerebro y se retiran las meninges, se separan cortezas e 
hipocampos del resto del cerebro y se mantienen en PBS (Biowest) frío con antibióticos (100 
U/ml de penicilina y 100 g/ml de estreptomicina). El tejido procedente del hipocampo y la 
corteza se homogeniza suavemente con tijeras de cirugía en Tripsina-EDTA 1x en PBS 
(Biowest) (500l para dos cerebros), se incuba a 37ºC durante 5 min y se repite el proceso 
hasta que el tejido quede completamente homogeneizado. Posteriormente, se le añade medio 
completo con SFB, para inhibir la tripsina, y la suspensión de células obtenida se filtra 
mediante un filtro de nylon con diámetro de poro de 40 m (Fisher Scientific). Las células se 
siembran en placas de 24 pocillos, a una densidad de 500.000 células por pocillo (área por 
pocillo: 1.77cm2; Nunc). Se mantienen en medio completo, compuesto por DMEM-F12, 
suplementado con SFB 10%, aminoácidos no esenciales 1x (Biowest), 10 g/ml de 
gentamicina (Biowest), 2mM de L-Glutamina, 100 U/ml de penicilina y 100 g/ml de 
estreptomicina. A los 2 días, se retira la mitad del medio y reponemos con medio nuevo. 
Cada 4 días, se renueva todo el medio. Las placas de cultivo utilizadas son tratadas 
previamente con poli-D-lisina (Sigma) a 100 g/ml, durante 2 horas (mínimo) a 37ºC, y 
posteriormente se lavan con agua destilada para retirar restos de poli-D-lisina. 
3.1.1. Aislamiento de microglía y astrocitos 
El proceso de aislamiento se realiza entre los 20 y 25 días del cultivo mixto. Se recoge el 
medio del cultivo que se encuentra condicionado por los factores liberados por las células 
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(medio condicionado) y se reserva para volver a añadir al final. Se lava la placa con PBS 
estéril para retirar cualquier resto de suero y se añade medio de aislamiento, compuesto por 
DMEM-F12 y Trypsin 0,25%-EDTA 1 mM (3:1). Se incuba la placa durante 10-45 min a 
37ºC, tiempo en el que los astrocitos se levantan del cultivo, y la microglía queda pegada a 
la superficie de la placa. Una vez que se hayan levantado todos los astrocitos, se añade 
medio de cultivo completo para inactivar la tripsina y se recoge el sobrenadante, donde se 
encuentran los astrocitos. Por un lado tendremos la placa, en la que sólo queda la 
MICROGLÍA, que se lava con PBS y posteriormente se le añade el medio condicionado 
retirado previamente, mezclado con nuevo medio de cultivo en proporción 1:1. Y, por otro 
lado, los astrocitos, que se centrifugan a 800xg durante 5 min, se resuspenden en medio 
completo y se cultivan como cultivo primario de ASTROCITOS en placas de 24 pocillos, 
previamente tratada con poli-D-lisina.  
3.2. Cultivo de neuronas  
Estos cultivos primarios se realizan según se describe en García-Junco-Clemente y col. 
2010. Estas células se obtienen a partir del hipocampo de fetos de ratones C57BL/6, 
cuando la madre se encuentra en el día 17 de gestación (T17). Tras la extracción de las crías 
y su decapitación, se extrae el cerebro, se retiran las meninges y se separa el hipocampo del 
resto del cerebro y se mantiene en medio de disociación frío: HBSS (Biowest), Glucosa 
10mM (Sigma) y HEPES 10mM (Sigma). Una vez extraídos todos los hipocampos, se incuban 
durante 3 min, a 37ºC y agitación suave, con una solución de papaína 41 U/ml 
(Worthington) con L-cisteína 0.06% (p/v) (Sigma) en medio de disociación. Posteriormente, 
se lava 3 veces con Inhibidor de Tripsina 1mg/ml (Sigma) en medio de disociación, y se 
incuba con dicho inhibidor durante 4 min, a 37ºC y agitación suave. A continuación, se 
disgrega mecánicamente el tejido en presencia de medio de plaqueo: DMEM-F12, 
suplementado con glutamina 2mM, piruvato de sodio 1%, glucosa 20mM y suero de caballo 
inactivado 10% (HS; Biowest). Finalmente, se siembran las células en placas de 24 pocillos, 
previamente tratadas con poli-D-lisina, a una densidad de 50.000-80.000 células por 
pocillo, dependiendo del tipo de ensayo. Dos horas después, se cambia el medio por medio 
de neuronas: Neurobasal (Gibco), B27 2% (Gibco), Glutamax 2mM (Gibco), 50 U/ml de 
penicilina y 50 µg/ml de estreptomicina. Cada 2-3 días, se cambia parte del medio, 
retirando 1/10 y añadiendo 1/4 de medio de neuronas nuevo, a cada pocillo.  
4. AISLAMIENTO DE ASTROCITOS DEL TEJIDO CEREBRAL DE RATONES 
MODELO DE LA EA  
El método utilizado para aislar astrocitos del resto de células presentes en la corteza 
cerebral y el hipocampo de ratones modelos de la EA, es una modificación del protocolo 
descrito por Orre y col. (2014a,b).  
4.1. Homogeneización del tejido y gradiente de percoll 
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En primer lugar, se perfunden y sacrifican los ratones, siguiendo el protocolo detallado en el 
Apartado 1.1. Para realizar este aislamiento se extrae el cerebro y se aíslan corteza e 
hipocampo conjuntamente. A continuación, se realiza una digestión mecánica con 
micropipeta, seguida de una digestión química con papaína 8 U/ml, en presencia de DNAseI 
400 U/ml (Roche), en un tampón Krebs-Ringer tamponado con PIPES: EDTA 0.6mM 
(Applichem), L-Cisteina 3mM, Glucosa 0.45%, NaCl 0.12M (Scharlau), KCl 5mM (Panreac), 
NaOH 40mM (Acros Organics) y PIPES 6mg/ml (Sigma), a pH=7.4. Con esta solución, se 
incuba el tejido a 37ºC durante 30 min, con agitación suave (400 rpm). Tras ese tiempo, se 
inactiva la papaína con una solución de BSA 0,5% (Sigma) en DMEM-F12, incubándolo de 
nuevo a 37ºC, durante 15 min en agitación suave (400 rpm). Posteriormente, se termina de 
disgregar el tejido con ayuda de una micropipeta, hasta obtener una suspensión de células, 
que se filtra con filtro de nylon con diámetro de poro de 100m (Fisher Scientific) para 
eliminar fragmentos de tejido no disgregado.  
Una vez obtenida dicha suspensión de células, se lava y resuspende finalmente en la 
solución de BSA (0,5%, en DMEM-F12), y se deposita cuidadosamente sobre Percoll (Sigma) 
al 90%, preparado en HBSS 1x, para generar un gradiente. A continuación, mediante 
centrifugación (200xg, 15 min, sin freno), la suspensión celular se separa en 3 fases, de 
manera que en la fase acuosa superior quedarán los restos celulares, en la fase intermedia 
se generará una fase de mielina y células, y en el resto del percoll quedarán las demás 
células en suspensión. Por tanto, retiramos la fase superior para descartar todos los debris, 
y mezclamos la fase intermedia con la 
inferior, que lavamos de nuevo con la 
solución de BSA (0,5%, en DMEM-F12) y 
centrifugamos (200xg, 15 min, sin freno), 
para obtener, finalmente, el pellet de células. 
En este pellet tendremos todos los tipos 
celulares presentes en la corteza e hipocampo 
del ratón utilizado, por lo que tenemos que 
aislar específicamente los astrocitos, 
separándolos de microglía, neuronas y demás 
células del SNC, como se detalla a 
continuación.  
4.2. Separación Celular – Fluorescence-activated Cell Sorting (FACS) 
4.2.1. Fundamento 
La citometría de flujo es una técnica de análisis celular multiparamétrico cuyo fundamento 
se basa en hacer pasar una suspensión de partículas (generalmente células) alineadas e 
individualmente a través de un capilar, por delante de un haz de luz láser focalizado. De 
este modo, es posible medir y cuantificar simultáneamente múltiples características físicas y 
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químicas de una sola célula, que produce una señal de forma individual al interferir con 
dicha fuente de luz (Barrera-Ramirez y col. 2004). Cuando el haz incide sobre una célula, se 
genera una luz dispersada policromática, generada por los diferentes fluorocromos, que 
suelen estar unidos a un anticuerpo específico para antígenos de las células que queremos 
detectar. Dicha luz generada es detectada a través de los detectores de gran sensibilidad del 
propio citómetro, generando gran cantidad de información sobre cada célula individual. Así 
pues, la luz dispersada hacia delante y lateralmente provee información sobre el tamaño y la 
complejidad/granularidad de la célula, respectivamente, pero también podemos obtener 
información de las características antigénicas (inmunofenotipo) de las células, e incluso de 
diferentes procesos o funciones celulares (ciclo celular, proliferación, apoptosis, fagocitosis, 
etc.), específico en cada célula en la suspensión total de células.  
Algunos citómetros de flujo poseen, además, una función denominada "clasificación de 
células activada por fluorescencia" o FACS (del inglés, Fluorescence-activated Cell Sorting). 
Esta técnica permite clasificar y separar las células con alta pureza, en función del tipo de 
marcaje fluorescente que presenten, permitiendo su aislamiento de manera específica y su 
posterior uso en experimentos funcionales. Así pues, mientras las células individualizadas 
están cayendo, pasan entre dos placas cargadas que establecen un campo eléctrico entre 
ellas, proporcionando una carga determinada a las gotas en función de los parámetros 
medidos. La trayectoria de caída de las gotas cargadas se desvía hacia la placa que tenga 
polaridad opuesta, de modo que pueden separarse diferentes poblaciones de células (Fig.B1; 
Male y col. 2014), según su marcaje específico con los anticuerpos y fluoróforos utilizados.  
En este trabajo de Tesis Doctoral se han utilizado los citómetros de flujo analizadores BD 
FACS Canto II y BD LRS II Fortessa (Becton Dickinson) y el Separador Celular FACS Aria 
Fusion (Becton Dickinson), del Servicio de Citometría de Flujo y Separación Celular, del 
Instituto de Biomedicina de Sevilla (IBiS).  
4.2.2. Procedimiento 
Para poder aislar los astrocitos de manera específica, se realiza un marcaje de la última 
suspensión de células obtenida, con diferentes anticuerpos, durante 30 min a temperatura 
ambiente y en oscuridad, en un volumen de 100l de PBS. Se utilizaron también los isotipos 
correspondientes como control negativo para descartar las uniones inespecíficas de los 
anticuerpos. Los anticuerpos usados, marcados con diferentes fluoróforos, han sido los 
siguientes:  
- Anti-ACSA2-APC (clon IH3-18A3; Miltenyi Biotec): este anticuerpo se une a la proteína de 
superficie ACSA2 (del inglés astrocyte cell surface antigen 2) específica de astrocitos. ACSA2 
permite una purificación de astrocitos viables de una manera altamente efectiva, sensible y 
específica (Kantzer y col. 2017). Viene marcado con el fluorocromo APC (Allophycocyanin: 
ex=650nm / em=660nm), y la concentración de anticuerpo usada fue de 1:10 (v/v).  
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- Anti-CD45-PE (clon HI30; Immunostep): este anticuerpo se une a la proteína de 
superficie CD45, específica de microglía. Viene ligado al fluorocromo PE (R-phycoerythrin: 
ex=496 nm /em=578nm), y la concentración de anticuerpo usada fue de 3:100 (v/v).  
- Anti-CD11b-CF-Blue (clon M1/70; Immunostep): este anticuerpo se une a la proteína de 
superficie CD11b, específica de microglía. Viene ligado al fluorocromo CF-Blue (ex=401 nm 
/em=452 nm), y la concentración de anticuerpo usada fue de 5:100 (v/v).  
Una vez marcadas las células con estos anticuerpos, se lavan y se hacen pasar por el 
Separador Celular FACS Aria Fusion, detectando las diferentes poblaciones según la 
expresión de cada marcador (ver Fig.D4.1, en Resultados).  
En primer lugar, realizamos una primera selección de células individuales (población P1), 
mediante la representación de SSC (Side Scatter) frente a FSC (Forward Scatter), que nos 
proporciona información sobre la complejidad y el tamaño celular, respectivamente, por lo 
que nos permite descartar todos los debris, restos celulares y restos de mielina. 
Seguidamente, descartamos los dobletes y seleccionamos las células que se encuentran de 
manera individualizada (población P2), aquellas que muestran una relación lineal en la 
representación FSC-H vs. FSC-A. En tercer lugar, mediante los inmunomarcajes 
fluorescentes, podemos observar dos poblaciones claramente definidas, donde la población 
CD45+/CD11b+ corresponde a las células microgliales. A partir de la población CD45-
/CD11b- (células no microgliales), seleccionamos aquellas células claramente ACSA2high, 
correspondiente a las células astrogliales. En definitiva, podemos aislar 3 poblaciones 
celulares diferentes: astrocitos (CD45-/CD11b-/ACSA2high), microglia (CD45+/CD11b+) y 
otros tipos celulares del SNC (CD45-/CD11b-/ACSA2-). Así pues, se separaron y aislaron 
estas tres poblaciones, y se procesaron: extracción de ARN, retrotranscripción y estudio de 
marcadores específicos de cada población celular mediante qPCR (protocolos detallados en 
Apartados 10.1, 14 y 15, respectivamente), para comprobar el correcto aislamiento 
específico de estos tipos celulares.  
En definitiva, este protocolo específico nos proporciona una selección y aislamiento eficaz y 
seguro de la población de astrocitos. Así pues, se aisló la población de astrocitos (CD45-
/CD11b-/ACSA2high) a partir de corteza e hipocampo de distintos modelos murinos de la EA 
a distintas edades, para un estudio transcriptómico completo de este tipo celular frente a 
las diferentes patologías (ver Apartado 17). Como control se usó la población de astrocitos 
aislados de animales WT con mismo fondo genético y mismas edades. 
5. AISLAMIENTO DE PROTEÍNAS SOLUBLES (S1) 
Otra técnica empleada para la obtención de proteínas es la que se lleva a cabo en medio 
acuoso en ausencia de detergentes. Este método nos permite separar la fracción soluble de 
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Para la obtención de la fracción soluble S1, hemos utilizado el tejido de hipocampo de las 
muestras humanas, y de corteza de los animales transgénicos. En primer lugar, 
disgregamos el tejido en tampón isotónico tris-salino [NaCl 140mM en Tris-HCl 20mM 
(AppliChem), pH 7.4], al que añadimos un cocktail de inhibidores de proteasas (Roche) y 
fosfatasas (Sigma). La disgregación se lleva a cabo usando las tijeras apropiadas hasta que 
el tejido queda totalmente fraccionado. Seguidamente, pasamos la suspensión de tejido 
resultante a un homogenizador Dounce´s (Wheaton) y lo sometemos a 15 pases con el pistilo 
de menor diámetro (paso de luz: 0.089-0.14 mm) y 15 pases con el de mayor diámetro (paso 
de luz: 0.025-0.076 mm). El homogenado obtenido se centrifuga a 100.000 xg durante 1 
hora a 4ºC (Optima Max, Beckman Coulter). El sobrenadante que obtenemos de esta 
ultracentrifugación es lo que consideramos fracción proteíca soluble o S1 y el precipitado 
serán los restos de membranas, agregados proteicos y proteinas insolubles (P1). La fracción 
S1 se cuantifica mediante el método de Lowry (ver Apartado 11) y ambas fracciones (S1 y 
P1) se guardan por separado a -80ºC hasta su uso.  
6. OBTENCIÓN DE ABETA MONO Y OLIGOMÉRICO 
Para la preparación de monómeros y oligómeros de Abeta, seguimos un procedimiento muy 
similar al usado por Ojha y col. (2011). Partimos de un vial con 0.5 mg del péptido Abeta42 
(AnaSpec), que se disuelve en 100l de HFIP (1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol; Sigma) y se 
incuba a 4ºC durante una hora con agitación suave. A continuación, se separan 5 alícuotas 
de 20l y se evapora el HFIP en un concentrador de vacio (Jouan RC10.22; Thermo Fisher 
Scientific) durante 20 minutos aproximadamente. Cada una de estas alícuotas se pueden 
utilizar para la formación de monómeros u oligómeros de Abeta. Para ello, se disuelve el 
pellet de una de las alícuotas en 4.43l de DMSO y lo mantenemos 15 minutos a 
temperatura ambiente, obteniendo así el Abeta monomérico en una concentración de 5mM. 
Posteriormente, añadimos tampón fosfato salino (PBS) hasta un volumen de 223.5l, para 
conseguir una concentración final de 100M de Abeta (0.45 g/l). De esta manera, 
obtenemos directamente el Abeta monomérico o, si lo incubamos a 4ºC en agitación suave 
durante aproximadamente 24 horas, obtendremos Abeta oligomérico. Ambos los 
utilizaremos posteriormente en este trabajo para los ensayos de fagocitosis en astrocitos 
primarios in vitro.  
7. ENSAYO DE ESTIMULACIÓN DE CULTIVOS CELULARES  
Para llevar a cabo el estudio de la estimulación de células microgliales y/o astrogliales, 
frente al tratamiento con diferentes fracciones solubles (S1) (Apartado 5) o 
neurosinaptosomas (NS) (ver Apartado 9.1), utilizamos tanto las líneas celulares como los 
cultivos primarios. En el caso de las líneas (N13, BV2 y WJE), se siembran 45.000 células 
por pocillo y, en el caso de cultivos primarios, se sembraron, en el inicio del cultivo, unas 
500.000 células por pocillo. Todos los cultivos, independientemente del tipo celular, se 
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realizan en placas de 24 pocillos. Tras el mantenimiento y crecimiento de estos cultivos, 
llevamos a cabo el tratamiento de los mismos. Para ello, se añaden 10g proteína de las 
fracciones S1 por cada 100l de medio (1:10), ó 3l de NS en 1ml de medio (3:1000), que 
dejaremos durante 3-6 horas de tratamiento. En cada caso, el mantenimiento y tratamiento 
se realiza en el medio concreto de cada tipo celular (detallado en Apartados 2 y 3). Tras 
dicho tratamiento, se retira el medio y se recogen las células añadiéndoles el reactivo 
Tripure® (Roche), para posteriormente llevar a cabo la extracción de ARN y proteínas, 
siguiendo el protocolo descrito en el Apartado 10. Una vez obtenido el ADNc (Apartado 14), 
se miden mediante qPCR (Apartado 15) todos aquellos marcadores de interés, para estudiar 
la respuesta de las células ante los distintos tratamientos agudos.  
8. ENSAYO DE TOXICIDAD EN CULTIVOS CELULARES, MEDIANTE 
CITOMETRÍA DE FLUJO 
En este caso, para llevar a cabo el estudio de la toxicidad de los tratamientos con las 
diferentes fracciones solubles (S1) o neurosinaptosomas (NS), también utilizamos tanto las 
líneas celulares como los cultivos primarios (microglía, astrocitos). Estos tratamientos se 
realizan en presencia de los medios correspondientes a cada tipo celular (Apartados 2 y 3), 
en placas de 24 pocillos y en ausencia de SFB, para que éste no pueda interferir en la 
supervivencia celular. Se utiliza la misma concentración que los tratamientos de 
estimulación (Apartado 7): 10g/100l para los S1 (1:10) y 3l/1ml para los NS (3:1000); y 
utilizamos estaurosporina (Sigma) a una concentración de 1.2 g/ml, como control positivo, 
ya que es capaz de inducir la apoptosis celular. Tras 12 horas de tratamiento, se recogen 
todas las células (en suspensión y pegadas a la superficie de la placa) y se determina la 
viabilidad de estas células mediante el kit Annexin V‐FITC Apoptosis Detection Kit 
(Immunostep) y el citómetro de flujo BD FACS Canto II (ver Apartado 4.2.1). Finalmente, los 
resultados se analizaron con el software FACSDivaTM (BD Bioscience).  
Este kit se basa en un doble marcaje con Anexina V, conjugada con FITC (fluoresceína-5-
isotiocianato), y que tiene gran afinidad por la fosfatidilserina que queda expuesta hacia el 
exterior de las células durante el proceso de apoptosis; y con yoduro de propidio (PI), que 
permite conocer la integridad de la membrana plasmática. Debido a que esta integridad se 
ha perdido en las células que se encuentran tanto en necrosis como en apoptosis tardía, el 
PI puede acceder al núcleo celular y unirse al ADN. Por lo tanto, el marcaje simultáneo con 
PI y Anexina V permite discriminar y cuantificar las células viables (AnexinaV-/PI-), las 
células en apoptosis temprana (AnexinaV+/PI-), las células en apoptosis tardía 
(AnexinaV+/PI+) y las células necróticas (AnexinaV-/PI+).  
 
9. ENSAYO DE FAGOCITOSIS DE NEUROSINAPTOSOMAS 
9.1. Aislamiento de neurosinaptosomas (NS) 
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Los neurosinaptosomas (NS) son terminales aislados, que se individualizan de los 
terminales axonales cuando el tejido se homogeniza. Estos NS mantienen las características 
pre- y postsinápticas, por lo que son muy útiles en multitud de estudios, como en ensayos 
de la transmisión sináptica (Westmark y col. 2011). Para la obtención de dichos NS se ha 
seguido una adaptación al protocolo de Puighermanal y col. 2016, que describe un método 
para preparar neurosinaptosomas estriatales, con elementos pre y postsinápticos, a partir 
de ratones adultos. En este trabajo, hemos aislado neurosinaptosomas de ratones sin 
patología (WT), con patología Abeta (APP) y con patología Tau (TAU P301S), para utilizarlos 
como modelos in vitro de las distrofias ricas en Abeta o Tau hiperfosforilado que podemos 
encontrar en los modelos utilizados, así como en los pacientes de Alzheimer. 
Así pues, tras sacrificar al animal mediante dislocación cervical, se extrae el cerebro y se 
disecciona la corteza. Por cada hemicorteza, se añade 1ml de Tampón de 
Neurosinaptosomas: CaCl2 2.5mM (Sigma), NaCl 124mM, KCl 3.2mM, KH2PO4 1.06mM 
(Merck), NaHCO3 26mM (Merck), MgCl2 1.3mM (Sigma), D(+)Glucosa 10mM y Hepes 20mM, 
pH=7.4. Se homogeneiza el tejido, sometiéndolo a 10 pases con un homogeneizador 
Dounce’s con el pistilo de menor diámetro (paso de luz: 0.089-0.14 mm) y, posteriormente, 
otros 10 pases con el de mayor diámetro (paso de luz: 0.025-0.076 mm). El homogenado 
obtenido se filtra de forma secuencial a través de 3 filtros de Nylon con un tamaño de poro 
de 100m (Millipore) y, después, una membrana de filtro Mitex de un tamaño de poro de 
10m (Millipore). Seguidamente, se centrifuga durante un minuto a 4.000xg y el 
sobrenadante se somete a otra centrifugación: 14.000xg, durante 4 min. El pellet total 
obtenido de las dos hemicortezas se resuspende en un volumen final de 300l con Tampón 
de Neurosinaptosomas y se mantienen a 4ºC durante todo el proceso y hasta su posterior 
uso (no más de 24 horas).  
9.2. Carga/marcaje de los neurosinaptosomas con fluorescencia 
Por un lado, para el análisis de la fagocitosis/captación de los NS por parte de las distintas 
células (astrocitos o microglía), la mitad de los NS aislados (150l) se cargaron con TAMRA 
(5(6)-Carboxyfluorescein diacetate N-succinimidyl ester; Sigma). Este compuesto es un éster 
apolar que forma conjugados fluorescentes verdes (ex=492nm; em=517nm) cuando se 
desacetila. Así pues, esta molécula apolar es capaz de atravesar las membranas lipídicas de 
los neurosinaptosomas y se integra en su interior, donde es procesado por esterasas que lo 
convierten en una molécula polar. De esta manera ya no puede atravesar de nuevo la 
membrana lipídica para salir y, por tanto, nos permite marcar y detectar los propios NS y, 
con ello, aquellas células que hayan fagocitado esos NS mediante fluorescencia.  
Por otro lado, para el análisis de la degradación o procesamiento de estos NS en el interior 
de las células, la otra mitad de los NS aislados (150l) se marcan con pHRodo (pHrodoTM 
Red succinimidyl (NHS) ester; Thermo Fisher Scientific). Este compuesto es usado para el 
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marcaje de proteínas o grupos aminos en la superficie de partículas, para estudios de 
fagocitosis, endocitosis e internalización, entre otros. Así pues, el pHRodo se une a las 
proteínas que se encuentran en las membranas de los NS, lo que nos permite marcarlos con 
dicho fluoróforo. Este marcador es muy sensible al pH de su entorno local, de manera que 
su fluorescencia roja (ex=560nm; em=585nm) aumenta ante un medio ácido, siendo difícil 
de detectar en medios básicos y neutros. Es decir, esta fluorescencia no es detectada hasta 
que las células han fagocitado los NS y son introducidos en sus sistemas de degradación, 
como los lisosomas. Dichos lisosomas presentan un pH ácido en su interior que, junto a la 
acción de numerosas enzimas, permiten el procesamiento y degradación del material 
fagocitado. El pHRodo en ese ambiente ácido presenta una alta fluorescencia, que se va 
perdiendo con el tiempo, debido a la degradación del material fagocitado que, en este caso, 
son los neurosinaptosomas marcados con dicho fluoróforo. Así, podremos detectar y 
analizar el procesamiento de los NS fagocitados por parte de los astrocitos, mediante la 
disminución de fluorescencia de pHRodo a lo largo del tiempo.  
Estos marcajes se realizaron con una concentración de TAMRA de 5M (en presencia de 
tampón para neurosinaptosomas pH=7.4), o de pHRodo de 0.3M (en presencia de un 
tampón pH=9), durante 2 horas a temperatura ambiente, en oscuridad y con agitación 
suave. Es importante tener en cuenta que los NS que vayan a ser marcados con pHRodo, 
deben estar en un tampón adecuado (durante todo el proceso), cuyo pH sea básico, en el 
que su fluorescencia es muy baja y que permita la unión entre pHRodo y los grupos aminos, 
para lo que utilizamos un tampón pH=9: Na2CO3 (Panreac) 100mM. Finalmente, tras la 
incubación, se lavan los NS, para eliminar el exceso de TAMRA o pHRodo, y se resuspenden 
en el mismo volumen final con el tampón adecuado (150l).  
9.3. Ensayo de fagocitosis y degradación de NS 
Para estudiar la capacidad de fagocitosis de NS procedentes de distintos modelos murinos, 
por parte de los astrocitos o microglía, realizamos un tratamiento de estas células primarias 
en placas de 24 pocillos con 3l de NS por cada ml de medio (3:1000), a diferentes tiempos. 
Por un lado, para la captación/ingesta de neurosinaptosomas, se tratan las células con los 
NS cargados con TAMRA, y el tratamiento se realiza durante 30, 60, 90, 180, 360 y 720 
min, con el fin de estudiar la cinética de captación o internalización de neurosinaptosomas. 
Por otro lado, para estudiar el procesamiento o degradación de estos NS por parte de las 
células, éstas se tratan con los NS marcados con pHRodo durante 6 horas y, 
posteriormente, se realiza un aclaramiento de NS, retirándolos del medio, y analizamos el 
procesamiento de los NS fagocitados, a partir de ese momento (0 horas), y durante 12, 24, 
48 y 72 horas. Tras el tratamiento a cada tiempo distinto, se recogen las células y se lavan 
con PBS. Finalmente, el análisis se realiza mediante citometría de flujo (LRS II Fortessa) (ver 
Apartado 4.2.1), detectando y cuantificando la fluorescencia del TAMRA o del pHRodo, en 
cada caso. En el caso del procesamiento/degradación de NS, también se analizó mediante 
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extracción de proteínas y WB (ver Apartados 10.2 y 12), para lo que se usaron NS sin 
marcaje fluorescente.  
10. AISLAMIENTO DE ARN Y PROTEÍNAS 
El método empleado para la extracción de ARN y proteínas se basa en la diferente 
solubilidad de las distintas biomoléculas (ARN, ADN, proteínas y lípidos) en disolventes 
orgánicos (fenol y cloroformo). El proceso se lleva a cabo usando el reactivo Tripure® 
(Roche), que contiene tiocianato de guanidina, un agente caotrópico que rompe las 
membranas y desnaturaliza las proteínas, incluyendo proteasas, ADNasas y ARNasas. Estas 
últimas son muy resistentes a la mayoría de agentes físicos, y su desnaturalización es 
fundamental para evitar la degradación del ARN.  
Para obtener una extracción de ARN lo más adecuada posible, hemos de conseguir 
minimizar la actividad ribonucleasa en los estadios iniciales de la extracción. Para ello, es 
importante que tanto reactivos como material de trabajo estén libres de ARNasas, por lo que 
rutinariamente optamos por tratar el agua con dietilpirocarbonato (DEPC; Sigma) a una 
concentración del 0.1% (p/v) (Fedorcsak y Ehrenberg, 1966), durante 12 horas; tras este 
periodo se elimina el DEPC en exceso por tratamiento térmico, ya que éste puede alterar el 
ARN por carboximetilación. Todos los reactivos y material fungible de origen comercial 
utilizados durante este proceso se adquieren libres de ARNasas. En lo que respecta al 
material físico no fungible (como pinzas o tijeras), lo autoclavamos antes de utilizarlo. 
En el caso de los tejidos, se comienza con la homogenización de la muestra con un 
dispersador (Polytron; Heidoph), durante 15 segundos a la máxima potencia. El proceso 
comienza añadiendo 1ml del reactivo Tripure por cada 50-100 mg de tejido, o 0.5ml de 
Tripure por cada 106 células de cultivo o aisladas, aproximadamente. A continuación, en 
ambos casos, el homogenizado se deja incubar 10 min a temperatura ambiente, para 
permitir una disociación completa de los complejos núcleo-proteicos. Posteriormente, se 
añade cloroformo (Sigma) (0.2ml por ml inicial de Tripure añadido), se agita fuertemente y 
de nuevo se deja incubar a temperatura ambiente durante 5 min. A continuación, se 
centrifuga a 12000xg a 4ºC durante 15 min, obteniéndose una solución trifásica: la fase 
superior acuosa corresponde al ARN, mientras que las proteínas, lípidos y ADN se 
encuentran en la interfase y fase inferior orgánica. Por tanto, a partir de esta solución 
trifásica, podemos aislar tanto el ARN (10.1) como las proteínas (10.2), las cuales se 
encuentran desnaturalizadas, por lo que solamente pueden utilizarse para estudios en WB. 
10.1. Aislamiento de ARN 
Para aislar el ARN, se extrae la fase superior acuosa cuidadosamente y se le añade 
isopropanol (Sigma) (0.5ml por ml inicial de Tripure añadido) y 0.5l glicógeno (Thermo 
Scientific), que ayudará a la precipitación del ARN, incubándolo a -20ºC durante toda la 
noche. Al día siguiente, se incuba a temperatura ambiente durante 10 min, y se centrifuga a 
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12.000xg, durante 15min a 4ºC. El pellet de ARN obtenido se lava con Etanol (Scharlau) 
preparado al 75% (v/v) con agua tratada con DEPC (1ml por cada ml de tripure). 
Seguidamente, se vuelve a centrifugar a 12.000xg, durante 15 min a 4ºC y, por último, el 
pellet obtenido se deja secar y se resuspende en agua tratada con DEPC (libre de ARNasas).  
Este ARN purificado se cuantifica en un espectrofotómetro (NanoDrop; Thermo Scientific), 
aprovechando la capacidad de las bases nitrogenadas de absorber a una longitud de onda 
de 260nm. Además, es conveniente determinar la razón de absorbancia a 260nm/280nm 
(longitud de onda a la que absorben los aminoácidos aromáticos), lo que nos permite 
conocer el nivel de contaminación de proteínas presentes en la muestra de ARN purificado. 
Una razón de 2.1 indica que la muestra de ARN no presenta prácticamente contaminación 
con proteínas.  
Una vez se ha purificado, cuantificado y comprobado su integridad (ver siguiente Apartado: 
10.1.1), el ARN es almacenado a –80ºC hasta su posterior utilización.  
10.1.1. Comprobación de la integridad del ARN purificado 
Para comprobar la integridad del ARN purificado utilizamos Agilent RNA 6000 Nano Kit 
(Agilent Technologies) como soporte electroforético y Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent 
Technologies) como instrumento de detección y análisis. Este sistema permite llevar a cabo 
una electroforesis en gel mediante el uso de un chip, sobre el cual se carga la matriz del gel, 
el fluoróforo que permitirá llevar a cabo la visualización del ARN y la muestra 
correspondiente. Tras la electroforesis, el sistema de análisis recoge la fluorescencia emitida 
por la muestra, previamente estimulada con láser, creando un electroferograma 
(fluorescencia/tiempo). El electroferograma permite conocer la calidad del ARN 
proporcinando el RIN (Número de Integridad del ARN; del inglés RNA Integrity Number), 
mediante el uso de un software específico. El RIN establece una clasificación numérica de la 
calidad del ARN que comprende valores del 1 al 10, siendo 1 el RIN de un ARN totalmente 
degradado y 10 el RIN de un ARN perfectamente conservado. 
10.2. Aislamiento de proteínas totales 
A partir de la solución trifásica anterior, utilizamos la fase intermedia y la fase orgánica 
inferior para extraer proteínas totales. En primer lugar, se lleva a cabo la precipitación del 
ADN genómico, para evitar la contaminación por parte del mismo de la muestra de 
proteínas. Para ello, se añade etanol al 100%, (0.3 ml por cada ml inicial de Tripure) y se 
invierte el tubo varias veces para mezclarlo. Después, se incuba la muestra durante 2-3 min 
a temperatura ambiente, para permitir que el ADN precipite. Se centrifuga a 2.000xg 
durante 5 min a 4°C y se recupera el sobrenadante (donde están las proteínas) en un tubo 
nuevo. A continuación, las proteínas se precipitan con isopropanol, usando 1.5 ml de 
isopropanol por cada ml de reactivo Tripure añadido en la homogenización, se agita 
invirtiendo el tubo varias veces, se deja 10-15 min a temperatura ambiente y se centrifuga 
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10 min a 12.000xg a 4ºC. El precipitado se lava con guanidina (Sigma) 0.3 M en 95% (v/v) 
de etanol (2ml por cada ml de Tripure), se agita fuertemente y se deja 20 min a temperatura 
ambiente, para después centrifugar a 7.500xg durante 5 min a 4ºC. Este proceso se repite 
dos veces más y luego se realiza un último lavado similar con 2ml de etanol absoluto por ml 
de Tripure utilizado, para eliminar los restos de guanidina. Finalmente, se deja secar el 
precipitado bajo una lámpara, unos 10 min hasta que se evapore todo el alcohol. 
Para solubilizar las proteínas, el precipitado se resuspende en urea 8M (Applichem) y SDS 
4% (Applichem), tamponado con 40mM Tris-HCl pH=7.5. Para ello, se adiciona 0.5 ml de 
este tampón por cada ml inicial de Tripure utilizado y se deja incubando toda la noche en 
agitación a temperatura ambiente, tras lo cual se procede a su cuantificación por el método 
de Lowry (Apartado 11). Las proteínas solubilizadas y cuantificadas se congelan en 
diferentes alícuotas a -40ºC hasta su uso.  
11. CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS: MÉTODO DE LOWRY 
La determinación de la concentración de proteínas se realiza utilizando el método de Lowry 
(Lowry y col. 1951). La curva patrón se construye usando albúmina de suero bovina (BSA; 
Sigma) con un rango de sensibilidad de 10-100 g, y la absorbancia se determina a 750 nm. 
A la hora de determinar la concentración de proteínas presente en un solubilizado con SDS 
4%-UREA 8M, procedemos a añadir a la curva patrón el mismo porcentaje de urea y SDS 
que presentan las diluciones de las muestras a las que se le va a medir la absorbancia 
(normalmente 1:10). Por otra parte, para determinar la concentración de proteínas presentes 
en algunas muestras más limitantes o donde el volumen de muestra obtenido es pequeño, 
se utiliza una variante denominada micro-lowry (modificación de Fryer y col. 1986), para su 
uso en placas de poliestireno cristalino con 96 pocillos. En este caso, la curva patrón se 
hace en un rango de 1 a 10 g, y la muestra se diluye entre 10 y 40 veces en un volumen 
final de 100 l. A cada reacción, se le añaden 25 l de la mezcla cobre-tartrato, en una 
razón 1:1:100 de CuSO4 al 5% (Panreac), NaKTartrato al 10% (Sigma) y Na2CO3 al 10% 
(Panreac) en NaOH 0.5N. Con esta solución se incuba a temperatura ambiente durante 10 
min. A continuación, añadimos el reactivo de Folin&Ciocalteu (Sigma) diluido en agua (1:1), 
e incubamos de nuevo a temperatura ambiente, durante 20 min. Finalmente, se procede a 
la lectura de la absorbancia de cada muestra a una longitud de onda de 595nm y la 
realización de la curva patrón para el cálculo de la concentración de proteínas en cada una 
de las muestras.  
12. WESTERN BLOT (WB) 
12.1. Fundamento 
Esta técnica permite la detección y cuantificación de proteínas específicas presentes en las 
proteínas totales extraídas. Los geles de poliacrilamida constituyen el soporte de elección a 
la hora de llevar a cabo la separación de las proteínas presentes en una muestra en función 
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de su movilidad electroforética, lo que depende de su tamaño. Entre las diversas técnicas de 
electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE), probablemente la más usada es aquella que 
se lleva a cabo en condiciones desnaturalizantes según el método de Laemmli (Laemmli, 
1970). Esta electroforesis tiene lugar en presencia del detergente aniónico dodecisulfato 
sódico (SDS; Panreac), que se caracteriza por su capacidad para dispersar agregados 
proteicos, así como para desnaturalizar las proteínas. Por otra parte, la presencia de este 
detergente, tanto en los geles como en los tampones de electroforesis y transferencia, nos 
garantiza que las proteínas separadas durante este proceso se encuentren en todo momento 
desnaturalizadas y cargadas negativamente, lo que nos permite diferenciarlas 
exclusivamente en función de su tamaño. 
La poliacrilamida se forma a partir de la copolimerización entre los reactivos acrilamida 
(Serva) y bis-acrilamida (N,N'-metilén-bis-acrilamida; Sigma), en presencia de PSA 
(persulfato de amonio; Sigma), que actúa como catalizador de la polimerización, y TEMED 
(Tetrametiletilendiamina; Sigma) que inicia la reacción. En estos geles, podemos variar el 
diámetro de poro fácilmente cambiando las concentraciones de acrilamida y bis-acrilamida, 
lo que nos permite resolver proteínas de diferentes tamaños. En este trabajo, los geles 
preparados han variado entre 10, 12, 14 o 16% de acrilamida. 
12.2. Procedimiento 
Para llevar a cabo la electroforesis, las proteínas deben estar preparadas con un tampón 
específico, llamado tampón de carga: SDS 2.3%, beta-mercaptoetanol (Sigma) 10%, glicerol 
(Sigma) 20% y azul de bromofenol (Sigma) 0.005%, en tampón 10 mM Tris-HCl a pH 6.8.  
Para la preparación del gel, usamos el sistema Mini Protean 3 (Bio-Rad), que nos permite 
preparar nuestros geles a la concentración deseada, combinando los reactivos descritos 
anteriormente, y con el número de pocillos que sean necesarios, según las condiciones de 
cada experimento (normalmente 15 pocillos). La electroforesis se lleva a cabo en tampón 25 
mM Tris-HCl a pH 8.4 con Glicina 0.19 M (Applichem) y SDS 0.1% (p/v), sometiéndola a un 
voltaje constante de 90V. En el caso de proteínas de muy bajo peso molecular, hemos 
optado por utilizar geles de poliacrilamida junto con un tampón de electroforesis que 
contiene tricina 100mM (Applichem) pH 8.45, lo que permite una mejor separación de las 
moléculas de pequeño tamaño, como por ejemplo el péptido Abeta (4.5 KDa). Para ello, 
empleamos geles de corrido con acrilamida al 16%, y también modificamos el pH del gel de 
empaque hasta pH 8.45. La tricina tiene un pKa de 8.15 y la glicina de 9.6, por lo que, en 
las condiciones de experimentación descritas, la tricina se encuentra predominantemente en 
forma aniónica y migra mucho más rápido de lo que lo haría la glicina en el gel de empaque. 
En consecuencia, las proteínas con un peso molecular más bajo se empaquetan y migran 
mejor durante la electroforesis.  
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Una vez finalizada la electroforesis, transferimos las proteínas retenidas en el gel de 
poliacrilamida a una membrana. Esta membrana puede ser de nitrocelulosa (Hybond-C 
extra, Amersham) o de PVDF (Inmobilon-P, Millipore), ambas con 0.45 micras de diámetro 
de poro. El sistema de soporte utilizado nos permite realizar la transferencia sumergida en 
el tampón de transferencia [glicina 190mM, metanol 20% (v/v) (Scharlau), SDS 0.005%, en 
25mM Tris-HCL, pH 8.4], a 310 mA constantes durante 60-120 min. Al terminar la 
transferencia, teñimos la membrana con solución de Rojo Ponceau´s (Sigma), preparado al 
0.1% en ácido acético 5% (Panreac) en agua, para poder observar las proteínas transferidas. 
Después, la lavamos con TPBS [Tween-20 (Sigma) 0.1% (v/v) en PBS] y pasamos a 
bloquearla con leche desnatada (Bio-Rad) al 5% en TPBS, durante 30-60min a temperatura 
ambiente. En el caso de usar una membrana de PVDF, es necesario activarla sumergiendola 
en metanol antes de usarla para la transferencia y hervirla en PBS durante 5 min antes de 
bloquearla. Tras el bloqueo, se incuba la membrana con el anticuerpo primario 
correspondiente en leche al 1% en TPBS, durante toda la noche a 4ºC. La concentración y 
características más relevantes de cada anticuerpo empleado se detallan en la Tabla B2. Al 
día siguiente, retiramos el exceso de anticuerpo con tres lavados de 5 min de TPBS e 
incubamos la membrana con el anticuerpo secundario correspondiente (Cell Signalling), 
durante una hora a temperatura ambiente. Estos se encuentran unidos a peroxidasa de 
rábano (HRP) y también se detallan en la Tabla B2. Tras dicha hora de incubación, 
volvemos a lavar con TPBS para retirar el exceso de anticuerpo secundario. Finalmente, 
para visualizar las proteínas marcadas, usamos el reactivo Pierce ECL 2 Western Blotting 
Substrate (Termo Scientific) que contiene el sustrato de la peroxidasa y, mediante el sistema 
de captación IQ LAS 4000 MINI GOLD, recogemos la señal quimioluminiscente producida, 
que será proporcional a la cantidad de proteína específica de la muestra. Por último, la 
intensidad de las bandas se cuantifica utilizando el software PCBAS v2.0.  
13. DOT BLOT 
Esta técnica permite la detección de conformaciones proteicas, sin necesidad de separar las 
proteínas por su tamaño, y en condiciones no desnaturalizantes, de manera que se 
mantenga la integridad estructural de las mismas. Por tanto, para esta técnica, las 
proteínas se encuentran en un tampón isotónico no desnaturalizante. Se coloca una gota de 
esta solución proteica, con el volumen y concentración adecuados, sobre una membrana de 
nitrocelulosa y su absorción hace que las proteínas interaccionen y se adhieran a ella. Se 
deja secar para asegurar su adhesión a la membrana, y se trata dicha membrana con el 
mismo procedimiento que se ha descrito para el WB (Apartado 12.2): bloqueo con leche 
durante 30-60 min a temperatura ambiente; incubación con el anticuerpo primario 
correspondiente, a 4ºC durante toda la noche; incubación con el anticuerpo secundario 
correspondiente, a temperatura ambiente durante 1 hora; y, finalmente, revelado de la señal 
quimioluminiscente. Los anticuerpos utilizados se detallan también en la Tabla B2.  
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OC Abeta (Formas fibrilares)  Conejo 1/5000 86 kDa Merck-Millipore 
TAU46 Tau (total) Ratón 1/1000 79 Kda Cell Signalling 
TAU12 Tau (total) Ratón 1/1000 79 Kda  Merck-Millipore 
AT8 Fosfo-tau (Ser199/202-Thr205) Ratón 1/1000 79 Kda Thermo Scientific 
AT100 Fosfo-tau (Thr212-Ser214) Ratón 1/1000 79 Kda Innogenetics 
AT180 Fosfo-tau (Thr231) Ratón 1/1000 79 Kda  Thermo Scientific 
PSD95  
Proteína de Densidad 
Postsináptica 
 Conejo 1/1000 95 Kda Cell Signalling 
SINAPTOFISINA  
Proteína de Densidad 
Presináptica 
 Conejo 1/1000 38 Kda Synaptic Systems 
GFAP  Proteína ácida fibrilar glial Ratón 
1/5000*            
1/20000*  
~50 Kda Sigma-Aldrich    
bActina Housekeeping protein Ratón 1/10000 42 Kda Sigma-Aldrich 
GAPDH Housekeeping protein  Conejo 1/1000 37 kda  Cell Signalling  
Anticuerpos secundarios 
Anti-IgG conejo Secundario (HRP) Caballo 1/10000 - Cell Signalling 
Anti-IgG ratón Secundario (HRP) Cabra 1/10000 - Cell Signalling 
Tabla B.2. Relación de anticuerpos empleados para las técnicas de Western Blot y Dot Blot. Se detallan las 
características más relevantes de cada uno de ellos. *Dilución de anticuerpo usada para proteínas de ratones 
trasgénicos; ** Dilución de anticuerpo usada para proteínas de muestras humanas.   
 
14. RETROTRANSCRIPCIÓN 
La retrotranscripción es el proceso por el cual obtenemos ADN complemetario (ADNc) a 
partir de ARN mensajero (ARNm), gracias a la enzima transcriptasa inversa. El ADNc es una 
biomolécula mucho más estable que el ARN, por lo que nos permite un manejo más cómodo 
y seguro de la muestra. Este ADNc se consigue a partir de un molde de ARN en presencia de 
un cebador, mediante la actividad de la enzima transcriptasa inversa, que sintetiza una 
hebra de ADN complementaria y genera un híbrido ARN-ADN, el cual, por degradación del 
ARN, quedará como ADN monocatenario.  
Para la reacción de retrotranscripción, partimos del RNA resuspendido en agua con DEPC 
(ver Apartado 10.1) y utilizamos el kit “High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit” 
(Applied Biosystem), que contiene los siguientes reactivos: mezcla de cebadores aleatorios 
(10X), mezcla de desoxirribonucleótidos (dNTP) (25X), enzima transcriptasa inversa (50 
U/μl) y tampón de retrotranscripción (10X), que asegura unas condiciones óptimas para el 
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funcionamiento de la enzima. La combinación de los reactivos del kit da lugar a una mezcla 
de reacción que se mezcla con nuestra muestra de ARNm en proporción 1:1, de manera que 
cada reactivo queda a una concentración final 1X y la enzima retrotranscriptasa a 2.5 U/l. 
Por último, en un termociclador (MasterCycler Gradient, Eppendorf), se incuba durante 10 
min a 25ºC, para permitir la hibridación de los cebadores con su secuencias 
complementarias, seguido de 2 horas a 37ºC, para que tenga lugar la reacción de 
retrotranscripción y, en definitiva, sintetice el ADNc a partir del ARNm. Dicho ADNc 
obtenido se conserva a –20ºC hasta su utilización. 
Con el fin de comprobar que la cantidad de ADNc obtenida tras la reacción de 
retrotranscripción es la misma en todas las muestras, se lleva a cabo la amplificación de 
uno o varios genes housekeeper (ej. GAPDH, 18S, beta-Actina) y se comparan los niveles de 
este gen en todas las muestras.  
15. qPCR EN TIEMPO REAL 
15.1. Fundamento 
La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica muy utilizada en biología 
molecular debido a sus numerosas aplicaciones y a su gran sensibilidad. Se denomina RT-
PCR cuando se parte de ADNc, obtenido a partir de ARNm mediante retrotranscripción 
(Apartado 14). A diferencia de otras técnicas convencionales de PCR, en estas PCR 
cuantitativas (qPCR) a tiempo real, el análisis de las muestras amplificadas se produce 
durante la misma reacción, monitorizando una señal fluorescente asociada al producto de 
PCR. En este sentido, la RT-qPCR es una técnica útil para la cuantificación de cantidades 
muy pequeñas de ARN. Para ello, se utilizan termocicladores que son capaces de amplificar 
y detectar la fluorescencia simultáneamente, como el termociclador de tiempo-real ABI-
Prism 7900 (Applied Biosystems), utilizado en el presente trabajo. Este sistema combina un 
termociclador, un detector de fluorescencia y un software específico de amplificación.  
El método utilizado para cuantificar la expresión de ARNm en este trabajo consiste en el uso 
de sondas de hidrólisis o sondas Taqman, que son sondas de hibridación específicas, es 
decir, permiten la detección exclusiva de secuencias específicas. Se tratan de 
oligonucleótidos de 20-24 bases de longitud, que se unen complementariamente a una 
secuencia interna dentro del fragmento de ADN a amplificar. Estas sondas están marcadas 
en el extremo 5’ con un fluoróforo donador (reporter), como FAM, y en el extremo 3’ con un 
aceptor o sustancia absorbente (quencher), que absorbe la fluorescencia liberada por el 
donador, normalmente TAMRA. De esta forma, el espectro de emisión del primero ha de 
solapar con el espectro de absorción del segundo. Mientras que la sonda está intacta, no se 
detecta fluorescencia ya que la energía se transfiere vía FRET (Fluorescent Resonance Energy 
Transfer) del fluoróforo de baja longitud de onda en un extremo (reporter) al fluoróforo de 
alta longitud en el otro extremo (quencher), apantallando la fluorescencia de baja longitud de 
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onda. Durante la fase de elongación, la sonda que ha hibridado con su secuencia 
complementaria va a estar unida a una cadena simple de ADN, y flanqueada por cebadores 
específicos de la secuencia estudio. Cuando la Taq-polimerasa alcanza la sonda, su 
actividad exonucleasa 5’-3’ libera al fluoróforo donador, que comienza a emitir fluorescencia 
al estar separado del quencher. Esta fluorescencia es captada por el detector y su intensidad 
es proporcional a la presencia de secuencias diana en la muestra analizada.  
Las reacciones de RT-PCR a tiempo real se caracterizan por el momento en el proceso de 
amplificación en el que la señal fluorescente se registra como estadísticamente significativa, 
distinguiéndose del ruido de fondo o fluorescencia background. A mayor número de copias 
iniciales, antes se detectará un aumento significativo en la fluorescencia (Ginzinger, 2002; 
Bustin, 2000, 2002). Este punto se define como ciclo threshold (Ct) y siempre ocurre 
durante la fase exponencial de amplificación. De esta forma la cuantificación no se afecta 
porque alguno de los componentes de la reacción se vuelva limitante, y los replicados 
muestran resultados uniformes y reproducibles. La señal registrada se normaliza con la 
fluorescencia de referencia o calibradores para permitir correcciones en las fluctuaciones de 
fluorescencia provocadas por cambios en la concentración o el volumen, y se obtiene un 
valor de Ct para cada muestra. Para la cuantificación de los niveles de ADNc, se ha utilizado 
el método de comparación de Ct (Ramos y col. 2006), usando un housekeeper (GAPDH, 
normalmente), como gen de referencia. Los valores de Ct fueron calculados con el software 
proporcionado por Applied Biosystems (SDS 1.7). Según este método, la cantidad de ADNc 
(unidades de expresión de la diana estudiada), normalizada con el housekeeper viene dada 
por la siguiente ecuación (Livak y Schmittgen, 2001): 2-Ct.  
15.2. Procedimiento 
Se utilizaron sondas Taqman suministradas por Applied Biosystems, que ya han pasado 
previamente controles de calidad, garantizando la especificidad por la secuencia diana y la 
eficiencia de amplificación. Para llevar a cabo la RT-PCR utilizando estas sondas, 
preparamos la mezcla de reacción de la siguiente manera: 10l de Taqman Gene Expression 
Master Mix (Applied Biosystem) (2X), 1l de Taqman® Gene Expression Assay (Applied 
Biosystem) (20X), 8l de agua milliQ y 1l de ADNc. El vial comercial TaqMan® Gene 
Expresión Assay (20X) (“Sonda Taqman”), contiene los cebadores específicos del gen que se 
pretende cuantificar y una sonda Taqman MGB, marcada con FAM™ en el extremo 5’ y el 
quencher en el 3’. La concentración dentro del vial es de 18 M para cada primer y 5 M 
para la sonda.  
Una vez preparada esta mezcla de reacción en cada pocillo (V=20 l), en placas de 96 
pocillos, realizamos la amplificación en el ABI PRISM Sequence Detection Systems 7900, 
siguiendo el programa detallado en la Tabla B3, y el análisis de los resultados se realiza con 
el programa ABI Prism 7900 SDS Software. Las sondas Taqman utilizadas para cuantificar 
 59 
 
B MATERIALES Y METODOS 
la expresión de ARNm de los diferentes marcadores analizados en este trabajo se 
encuentran detalladas en la Tabla B4. 
 
Tiempo y Temperatura 
Pasos iniciales Desnaturalización Hibridación/Elongación 
Mantener Mantener 40 Ciclos 
Activación de la Taq Desnaturalización 
15s - 95ºC 1min - 60ºC 
2min - 50ºC 10min - 95ºC 
Tabla B3. Programa predeterminado de amplificación para RT-PCR. En esta tabla se recogen las 












 IL6  Mm00446190_m1 
18S Mm03928990_g1  
 
CCL2   Mm00441242_m1 
GFAP Mm01253033_m1 
 
CD45  Mm01293577_m1  
VIM Mm01333430_m1  
 
CLEC7a  Mm01183349_m1  
 TNFa Mm00443258_m1  
 
IBA1 Mm00479862_g1 
 iNOS Mm00440485_m1  
 
AQP4 Mm00802131_m1 
IL1b  Mm00434228_m1  
 
ALDH1L1 Mm03048957_m1 
Tabla B4. Relación de sondas Taqman utilizadas para RT-PCR. Se indican las sondas 
Taqman (Applied Biosystems) utilizadas en el análisis de expresión de ARNm de ratón 
mediante RT-PCR.  
 
16. MICROFLUIDIC CARDS  
Para la medición simultánea de la expresión de varios genes de interés específicos de 
astrocitos en muestras histológicas de cerebro humano post-mortem se usaron las TaqMan® 
Array Cards, de Thermo Fisher Scientific. Se tratan de microfluidic cards prediseñadas de 
384 pocillos, también llamadas TLDAs (Taqman Array Microfluidic Cards), que permiten 
realizar RT-PCR de varias sondas simultáneamente, seleccionadas previamente, para una o 
varias muestras a la vez. En este trabajo, se han utilizado dos formatos diferentes de estas 
placas o microfluidic cards.  
En primer lugar, se usaron las TaqMan™ Array Human Endogenous Control Panel, que son 
microfluidic cards comercialmente prediseñadas para medir la expresión de 16 controles o 
housekeepers (Tabla B5), por triplicado, en 8 muestras (1 muestra por puerto de carga). 
Este formato nos sirve para poder realizar las pruebas necesarias con la finalidad de escoger 
los mejores genes controles en nuestras muestras, además de la concentración de ADNc 
más adecuada. En segundo lugar, se utilizaron Custom TaqMan® Array Cards, diseñadas 
con 32 genes específicos de astrocitos, previamente seleccionados, de interés en este trabajo 
(Tabla B5). Estos genes se miden por triplicado para cada muestra, y 4 de ellos son genes 
control o housekeepers, elegidos previamente. Este formato se caracteriza por tener 8 
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puertos de carga, donde se deposita la muestra (2 puertos de carga/muestra: 4 
muestras/placa) (Fig.B2). El volumen de muestra para cada puerto de carga es de 100l, 
que se prepara con 50l de mastermix comercial TaqMan® (Thermo Scientific) y 50l de 
ADNc. El ADNc utilizado proviene de las muestras humanas, siguiendo el protocolo descrito 
en los Apartados 10.1 y 14, y la concentración de ADNc utilizada puede oscilar entre 0,3 y 




TaqMan™ Array Human 
Endogenous Control Panel  
Custom TaqMan® Array Cards - ASTROCITOS 
Sonda  Referencia 
 
Sonda  Referencia Sonda  Referencia 
18S Hs99999901_s1 
 
18S Hs99999901_s1 APOE Hs00171168_m1 
ACTB Hs99999903_m1 
 
GAPDH Hs02786624_g1 CLU Hs00156548_m1 
B2M Hs99999907_m1 
 
HPRT1 Hs99999909_m1 ABCA1 Hs01059137_m1 
GAPDH Hs99999905_m1 
 
UBC Hs00824723_m1 FGFR2 Hs01552918_m1 
GUSB Hs99999908_m1 
 
GFAP Hs00909233_m1 THBS3 Hs00938506_g1 
HMBS Hs00609297_m1 
 
VIM Hs00958111_m1 SPARCL1 Hs00949886_m1 
HPRT1 Hs99999909_m1 
 
S100b Hs00902901_m1 GPC1 Hs00892476_m1 
IPO8 Hs00183533_m1 
 
AQP4 Hs00242342_m1 GPC4 Hs00155059_m1 
PGK1 Hs99999906_m1 
 
ALDH1l1 Hs01003842_m1 GPC6 Hs00170677_m1 
POLR2A Hs00172187_m1 
 
CXCL10 Hs00171042_m1 C1S Hs00156159_m1 
PPIA Hs99999904_m1 
 
IL6 Hs00174131_m1 C1R Hs00354278_m1 
RPLP0 Hs99999902_m1 
 
CCL2 Hs00234140_m1 C3 Hs00163811_m1 
TBP Hs99999910_m1 
 






     
YWHAZ Hs00237047_m1 





Figura B2. Esquema de una TaqMan® Array Card (Formato 32). Se trata de una placa con 384 pocillos
prediseñada para medir la expresión de 32 genes, en 4 muestras diferentes. Cada muestra se carga en dos
puertos de carga consecutivos (100l/puerto de carga).
Tabla B5. Relación de sondas humanas en las TaqMan® Array Cards 
utilizadas: TaqMan™ Array Human Endogenous Control Panel, con 16 
genes housekeeper, y Custom TaqMan® Array Cards, con 26 genes 
específicos de Astrocitos.  
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Una vez preparadas las muestras necesarias, cada una de ellas se cargó en dos puertos de 
carga consecutivos, como se representa en la Fig.B2. Seguidamente, se centrifugó la placa 
de forma vertical en una centrífuga Sorvall ST40R (Thermo Scientific), a 1.200rpm durante 
2min, para que toda la muestra se distribuya de manera homogénea en todos los pocillos, 
de manera que quedará 1l de muestra por pocillo. A continuación, sellamos la placa y 
cortamos los puertos de carga. Finalmente, introducimos la placa en el equipo de RT-PCR 
Applied Biosystems® ViiA™7 (Applied Biosystems), y con el software ViiA7 RUO, 
seleccionamos el programa de amplificación (Tabla B3) y medimos el nivel de expresión de 
los distintos genes, de la misma manera que las qPCR convencionales (Apartado 15). 
Finalmente, mediante el programa SPSS (IBM SPSS statistics 24) analizamos 
estadísticamente los resultados obtenidos.  
17. ESTUDIO TRANSCRIPTÓMICO (ARRAYs) 
Para el estudio transcriptómico de los astrocitos frente a la patología Abeta o Tau, se 
utilizaron arrays de hibridación de Affymetrix (ThermoScientific), en el Servicio de Genómica 
y Secuenciación, del Instituto de Biomedicina de Sevilla (IBiS). Estos sistemas permiten 
detectar transcritos (ARNm) de genes codificantes, expresados por las células a analizar, 
para el estudio de su papel o participación en diversas funciones celulares y, en definitiva, 
en la patología de Alzheimer. Esta metodología permite, de una manera rápida y simple, el 
análisis de una extensa cobertura de genes a lo largo de todo el transcriptoma, lo que 
genera un rendimiento y una confianza de datos muy elevada, junto con un software de 
análisis de datos flexible.  
Por un lado, se realizó un tratamiento de estimulación durante 4 horas, de la línea celular 
WJE, con distintas fracciones solubles (S1), que contienen Abeta y/o Tau hiperfosforilado 
solubles (protocolo descrito en el Apartado 7). Por otro lado, se aislaron astrocitos del 
cerebro de distintos modelos de la EA, con patología Abeta o Tau (protocolo descrito en el 
Apartado 4). En ambos casos, tras recoger las células, se extrajo su ARN, se cuantificó y se 
comprobó su integridad (RIN) (Apartado 10). Este ARN fue utilizado para el análisis 
transcriptómico mediante los array correspondientes de Affymetrix (ThermoScientific), como 
se detalla a continuación.  
Para las células WJE estimuladas, dicho ARN se amplificó y marcó usando el kit GeneChip® 
WT PLUS Reagent Kit (ThermoScientific). La amplificación se llevó a cabo con 100 ng de RNA 
total, que fue cargado siguiendo los procedimientos descritos por el fabricante, en el manual 
del usuario (WT PLUS Reagent Kit User Manual). El ADNc amplificado se cuantificó, 
fragmentó y marcó para la hibridación en el GeneChip® MoGene Array (ThermoScientific), 
usando 5.5 g del producto ADNc de cadena simple y siguiendo los protocolos descritos en 
el manual del usuario. Por otro lado, para los astrocitos aislados y debido a la baja 
concentración de ARN obtenido en estas muestras, éste se amplificó y marcó usando el kit 
GeneChip® WT PICO Reagent Kit (ThermoScientific). La amplificación se llevó a cabo con 5 
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ng de RNA total, que fue cargado siguiendo los procedimientos descritos por el fabricante, 
en el manual del usuario (WT Pico Reagent Kit User Guide). El ADNc amplificado se 
cuantificó, fragmentó y marcó para la hibridación en el ClariomTM S Pico Assay mouse 
(ThermoScientific), siguiendo los protocolos descritos en el manual del usuario. Por último, 
en ambos casos, el lavado, marcaje (GeneChip® Fluidics Station 450; ThermoScientific) y 
escaneo (GeneChip® Scanner 3000; ThermoScientific) se llevaron a cabo siguiendo también 
los protocolos descritos en el manual del usuario correspondiente. Finalmente, los datos se 
normalizaron usando el método RMA (Robust Multi-Array), y el análisis de expresión 
diferencial y de enriquecimiento en rutas se realizó usando el software TAC (Transcriptome 
Analysis Console; Affymetrix, ThermoScientific), el programa estadístico “R” y el sistema 
GSEA, mediante “gene ontology” (GO), entre otros.  
18. INMUNOHISTOQUÍMICA  
En colaboración con el laboratorio de la Dra. Antonia Gutierrez (Universidad de Málaga), se 
han realizado estudios mediante inmunohistoquímica del tejido hipocampal de distintos 
modelos de la EA, y de muestras postmortem de pacientes de Alzheimer. Las técnicas 
inmunohistoquímicas permiten detectar la presencia de moléculas de interés en el tejido de 
estudio gracias a la especificidad de la unión antígeno-anticuerpo. Sin embargo, en la 
mayoría de los casos es necesario amplificar la señal para poder visualizarla fácilmente. En 
este trabajo, las secciones de cerebro de los diferentes animales o de las muestras 
postmortem de pacientes de Alzheimer, de diferentes edades o estadios Braak 
respectivamente, fueron siempre procesadas en paralelo, empleando las mismas soluciones 
en todas ellas para así minimizar las condiciones de variabilidad en el inmunomarcaje. 
En primer lugar, con ayuda de un micrótomo de congelación (Leica, CM-1325), los cerebros 
fueron cortados en secciones coronales de 30-40 μm de grosor siguiendo el eje rostro-
caudal. Estas secciones se recogieron de manera seriada en placas multipocillo (6-7 series 
por placa) que contenían PBS (0.1M) y 0,02% de azida sódica, para evitar el crecimiento de 
hongos, y se almacenaron a 4ºC. La delimitación anatómica de la formación hipocampal se 
realizó siguiendo el atlas de Franklin y Paxinos para cerebro de ratón (Franklin y Paxinos, 
2008) y un atlas de cerebro humano para las muestras postmortem de pacientes (Jürgen y 
col. 2008).  
En determinados casos fue necesario realizar pre-tratamientos para aumentar o mejorar la 
exposición del antígeno a detectar: 
- Tratamiento con calor (anticuerpos para Abeta42, ALDH1L1, APP, AQP4, EAAT2): tras 
lavar las secciones con PBS (x3) para eliminar los restos de azida, se incuba el tejido en 
tampón citrato sódico (50mM, pH=6; Panreac), a 80ºC durante 30 minutos. A 
continuación, se deja enfriar las secciones durante 10 minutos, se realizan 3 lavados en 
PBS y se procede con el protocolo general. 
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- Tratamiento con ácido fórmico (anticuerpos para beta-amiloide): tras lavar las secciones 
con PBS (x3) para eliminar los restos de azida, se incuba el tejido en ácido fórmico 
(Panreac) al 85% durante 5 minutos. A continuación, se realizan 3 lavados en PBS y se 
procede con el protocolo general. 
En caso de utilizar el método de la peroxidasa para el revelado de la inmunorreacción 
(inmunoperoxidasa), como paso previo a la incubación en el anticuerpo primario, las 
secciones eran tratadas para evitar tinción de fondo no deseada. En primer lugar, se lava el 
tejido en PBS (x3) para eliminar los restos de azida sódica, se inactiva la peroxidasa 
endógena con una solución de H2O2 (Panreac) al 3% y metanol al 10% en PBS durante 20 
minutos. Posteriormente, se vuelve a lavar con PBS (x3) y se bloquea la avidina, la biotina y 
las proteínas de unión a biotina que se encuentran en el tejido de manera endógena, 
mediante el kit de bloqueo de avidina-biotina (Vector Labs) durante 30 minutos en cada 
solución, con un paso intermedio de lavado en PBS. Seguidamente, se lava de nuevo con 
PBS y se incuba con el anticuerpo primario (ver apartado siguiente).  
Nota: todos los pasos de incubación y lavado de la técnica inmunohistoquímica se realizaron 
con agitación constante (agitador de rotación circular Nahita 685 y asimétrico 
tridimensional Heidolph Polymax 1040). Además, todos los pasos de lavado fueron de 10 
minutos cada uno.  
A continuación, se describen los diferentes protocolos seguidos para la inmunotinción en 
función de si el marcaje era simple o múltiple, y de si el revelado se realizaba con el método 
de la peroxidasa (microscopía óptica convencional) o con fluorocromos (microscopía confocal 
o epifluorescencia).  
18.1. Marcaje inmunohistoquímico simple para microscopía óptica 
convencional 
En función del marcador a estudiar, se incuban las secciones a 22°C en agitación continua 
en uno de los anticuerpos primarios (Tabla B6) usando como diluyente PBS con 0,2% Tritón 
X-100 (Sigma-Aldrich) y 0,1% azida sódica. En aquellos casos en los que el anticuerpo 
estaba desarrollado en ratón, se realizó un paso previo de bloqueo con PBS, 0,2% de Tritón 
X-100 y BSA al 5% durante 30 minutos, con el objeto de minimizar reacciones inespecíficas. 
Tras la incubación con el anticuerpo primario, se realizan 3 lavados con PBS y se incuba el 
tejido, a temperatura ambiente, durante 70 minutos con el anticuerpo secundario 
biotinilado correspondiente (Tabla B6), diluido en la misma solución que para el anticuerpo 
primario. Posteriormente, se vuelven a realizar 3 lavados con PBS y se incuba con una 
solución de estreptavidina (ExtrAvidin®; Sigma-Aldrich) durante 90 min. Esta solución se 
encuentra conjugada a la peroxidasa de rábano y se emplea a una dilución de 1/2000 

















GFAP Proteína ácida fibrilar glial 
Pollo 1/2000 Chemicon 
Conejo 1/10000 Dako 
BLBP Brain-lipid binding protein Conejo 1/2000 Abcam 
AQP4 Acuoporina 4 Conejo 1/1000 Sigma-Aldrich 
EAAT2 Transportador de Glutamato 2 Conejo 1/10000 Abcam 
IBA1 
Ionized calcium binding 
adapter molecule 
Conejo 1/1000 Wako 
4G8 Abeta Ratón 1/2000 Covance 
MAP2 
Proteína asociada a 
microtúbulos 
Conejo 1/1000 Millipore 
NeuN Núcleo neuronas maduras Ratón 1/1000 Chemicon 
SINAPTOFISINA 
Proteína de Densidad 
Presináptica 
Conejo 1/500 Synaptic Systems  
Conejo 1/1000 Abcam 
PSD95 
Proteína de densidad 
postsináptica 
Ratón 1/100 Millipore 




Ratón 1/1000 Thermo Scientific 
Abeta42 Abeta42 Conejo 1/5000 Abcam  
OC Abeta oligomérico Conejo 1/5000 Millipore  
LC3B  Light chain 3 (“b”)  Conejo  1/1000 Cell Signalling 
Anticuerpos secundarios: inmunohistoquímica e inmunocitoquímica 
Anti-IgG Pollo Secundario (M.O. campo claro) Caballo 1/500 Vector Lab. 




Burro 1/500 NanoProbes 




Burro 1/500 NanoProbes 
Cabra 1/1000 Molecular Probes 
Anticuerpos secundarios: inmunmarcaje para MET 
Anti-IgG Conejo Secundario  Cabra 1/100 NanoProbes 
Anti-IgG Cabra Secundario  Conejo 1/100 NanoProbes 
Anti-IgG Ratón Secundario  Cabra 1/100 NanoProbes 
Anti-IgG 
Cobaya 
Secundario  Cabra 1/100 NanoProbes 
Tabla B6. Relación de anticuerpos empleados en los estudios de inmunocitoquímica e 
inmunohistoquímica, para microscopía confocal y MET. Se especifica la especie del huésped en el que se han 
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Para visualizar la reacción de la peroxidasa, se incuban las secciones en una solución de 
revelado: 3-3´diaminobencidina tetrahidro-clorhídrico (DAB; Sigma-Aldrich) al 0,05% en 
tampón Tris clorhídrico 50 mM (Sigma-Aldrich), 0,03% de níquel sulfato amónico 
(Farmitalia Carlo Erba) y H2O2 0,01% en PBS. La reacción proporciona un precipitado 
insoluble de color azul oscuro. Seguidamente, se montan las secciones sobre portaobjetos 
previamente gelatinizados y se dejan secar durante una noche. Y, por último, se procede a 
la deshidratación y montaje del cubreobjetos con DPX (Sigma-Aldrich). 
18.2. Marcaje inmunofluorescente múltiple para microscopía confocal  
Mediante microscopía confocal es posible realizar estudios de colocalización de distintos 
marcadores empleando diversas combinaciones de anticuerpos primarios. Los diferentes 
marcajes se ponen de manifiesto con anticuerpos secundarios y/o estreptavidinas acopladas 
a diferentes fluorocromos. Para ello, se realiza un protocolo similar al descrito anteriormente 
(Apartado 18.1), hasta la incubación del anticuerpo primario. Tras ello, se realizan 3 lavados 
con PBS y se incuba con el segundo anticuerpo primario durante el tiempo correspondiente. 
Seguidamente, si queremos realizar una inmunohistoquímica triple, se vuelve a lavar con 
PBS (x3) y se procederá a volver a incubar con un tercer anticuerpo primario durante el 
tiempo correspondiente.  
Posteriormente, se realizan 3 lavados con PBS y se incuba con el primer anticuerpo 
secundario acoplado a un fluorocromo (ej. Alexa 488) durante 1 hora. Tras ello, 3 nuevos 
lavados con PBS y una nueva incubación con el segundo anticuerpo secundario (ej. Alexa 
546) durante 1 hora. Lo mismo para un tercer anticuerpo secundario, en caso de querer 
una inmunohistoquímica triple, con la diferencia de que este último se usa biotinilado. Los 
anticuerpos secundarios utilizados se resumen también en la Tabla B6. Seguidamente, se 
realizan 3 lavados con PBS y se incuba con la estreptavidina fluorescente (Alexa 405, 
1:1000; Molecular Probes) durante 1 hora. Finalmente, se realizan los 3 últimos lavados con 
PBS y se montan las secciones en portaobjetos gelatinizados.  
En el caso de tejido de animales viejos, debido a la acumulación de gránulos de lipofucsina 
autofluorescentes, es necesario realizar un proceso de eliminación de autofluorescencia. 
Para ello, se sumergen los portaobjetos con las secciones en alcohol de 70° durante 5 
minutos, a continuación, se añade la solución comercial Autofluorescence Eliminator 
Reagent (Millipore) durante 5 minutos y, por último, se realizan lavados con etanol de 70° 
para eliminar el exceso de producto. Por último, tras los últimos 3 lavados con PBS, se 
realiza el montaje con DABCO (Sigma-Aldrich) en los portaobjetos gelatinizados.  
18.3. Tinciones histológicas: Tioflavina S (ThioS) 
La Tioflavina S (ThioS) es una fluoresceína verde que se une de manera específica a los 
agregados fibrilares de beta-amiloide que tienen conformación de hoja plegada β, así como a 
los ovillos neurofibrilares. El protocolo empleado para llevar a cabo esta tinción fue el 
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siguiente (Bussière y col. 2004): se realizan 3 lavados del tejido en PBS y un lavado con 
agua destilada para, posteriormente, incubarlo durante 10 minutos, en oscuridad, en la 
solución de Tioflavina S (Sigma-Aldrich) 0.02% (p/v) en etanol 50%. A continuación, se 
realizan dos lavados en etanol al 50% y dos lavados con agua destilada, de 5 minutos cada 
lavado. A continuación, se montan las secciones sobre portaobjetos previamente 
gelatinizados y se deja secar unos minutos. Finalmente, se monta el cubreobjetos con 
DABCO y se conservan las muestras en oscuridad a 4ºC.  
18.4. Obtención y procesamiento de imágenes de microscopía óptica 
18.4.1. Imágenes de microscopía óptica de campo claro 
Las secciones inmunoteñidas con el método de la inmunoperoxidasa (marcaje simple) y 
aquellas procesadas con tinciones histológicas generales se fotografiaron en un microscopio 
óptico Nikon, modelo Eclipse 80i, con una cámara fotográfica digital Nikon DS-5M de 5 
megapíxeles. Esta cámara se encuentra conectada a un ordenador que contiene el software 
ACT-2U (Auto Camera Tame To You; Imaging Software, Nikon Corporation 2004). Las 
imágenes se tomaron con un tamaño 2560x1920 en formato jpg. 
18.4.2. Imágenes de microscopía de fluorescencia 
Las imágenes de fluorescencia en microscopía confocal (secciones de tejido) fueron 
obtenidas con un microscopio láser confocal Leica Sp5 II (Servicios Centrales de la 
Universidad de Málaga), conectado a un ordenador que ejecutaba el programa Leica TCSNT. 
Las imágenes digitales se tomaron con un tamaño 1024x1024 en formato tiff. Se trata de un 
microscopio óptico que tiene acoplado un láser como fuente de iluminación, así como un 
sistema electrónico que permite la obtención de imágenes digitales. Entre otras muchas 
aplicaciones, este sistema permite analizar la colocalización de dos o más moléculas en una 
misma célula.  
Finalmente, las imágenes digitales fueron procesadas con el programa informático Adobe 
PhotoShop CS2, modificándose el tamaño y el brillo/contraste de la imagen completa en las 
ocasiones que se consideró necesario.  
19. INMUNOFLUORESCENCIA PARA CÉLULAS DE CULTIVO 
Las técnicas inmunocitoquímicas también permiten detectar la presencia de moléculas de 
interés en las células de estudio, gracias a la especificidad de la unión antígeno-anticuerpo. 
En este trabajo, se han realizado estudios de visualización, colocalización y contaje de 
células, tanto en astrocitos como en neuronas primarias en cultivo. Estas células, ante 
diferentes tratamientos, fueron siempre procesadas en paralelo, empleando las mismas 
soluciones en todas ellas, para así minimizar las condiciones de variabilidad en el 
inmunomarcaje. Además, cabe destacar que, en todos los casos, se realizaron controles 
negativos para demostrar la especificidad de los anticuerpos empleados, realizándose de 
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manera paralela y omitiendo la incubación con los anticuerpos primarios. En ningún caso, 
los controles negativos presentaron inmunotinción, por lo que no existen uniones 
inespecíficas de los anticuerpos secundarios en las muestras estudiadas. A continuación, se 
describe el protocolo utilizado para la inmunotinción de las células de cultivo, usando 
marcajes múltiples, con anticuerpos secundarios acoplados a fluorocromos y mediante 
microscopía confocal.  
19.1. Marcaje inmunofluorescente múltiple para células de cultivo 
Tanto los astrocitos primarios como las neuronas primarias, tras los tratamientos 
oportunos, fueron fijados con paraformaldehído (PFA) 4% (Scharlau), durante 20 min a 
temperatura ambiente. Tras ello, se realizaron 3 lavados con PBS y se mantuvieron a 4ºC, 
en presencia de PBS + azida sódica 0.02%, hasta su posterior uso. Todos los lavados se 
realizan durante 10 minutos cada uno, mediante agitación suave. Sin embargo, las 
diferentes incubaciones (permeabilización, bloqueo y anticuerpos) se realizan en estático.  
En primer lugar, para eliminar los restos de azida sódica, se realizan 3 lavados con PBS y, 
seguidamente, se lleva a cabo la permeabilización de las membranas celulares, para que los 
anticuerpos puedan acceder al interior celular. Esta permeabilización se realiza incubando 
las células, durante 1 hora a temperatura ambiente, con PBT [0.1% Tritón X-100 (v/v), en 
PBS]. Posteriormente, se realiza una incubación con la solución de bloqueo (5% BSA en 
PBT), durante 1-3 horas, a temperatura ambiente. Tras este bloqueo, procedemos a la 
incubación con los anticuerpos primarios, que se realizará en presencia de BSA 1% en PBT, 
con la concentración adecuada de anticuerpo primario (Tabla B6), durante toda la noche a 
4ºC. Al día siguiente, se realizan 3 lavados con PBT y se procede a la incubación con los 
anticuerpos secundarios (Tabla B6), en presencia también de BSA 1% en PBT, durante 1 
hora a temperatura ambiente. A partir de este momento, todos los pasos se realizan en 
oscuridad, ya que los anticuerpos secundarios llevan acoplados los fluorocromos. Después, 
se realizan 3 lavados con PBT y, en los casos en que se requiera visualizar los núcleos 
celulares, se realiza una tinción con el fluorocromo azul DAPI (4´-6-diamidino-2-fenilindol 
dihidroclorhídrico), incubándolo a una concentración 1/2000 (0.05g/ml) en PBS, durante 
5 min a temperatura ambiente. Este fluorocromo se une de manera específica al ADN en 
aquellas regiones ricas en A-T. Finalmente, se realiza un lavado de 5 min con PBS y otro con 
H2O milliQ, para eliminar las posibles sales que puedan quedar. Por último, se procede a 
realizar el montaje en un portaobjetos con el medio de montaje Dako Fluorescent Mounting 
Medium (Dako), y se mantienen estas muestras a 4ºC, en oscuridad.  
19.2. Obtención y procesamiento de imágenes mediante Microscopía Confocal 
Las imágenes de fluorescencia mediante microscopía confocal fueron obtenidas con un 
microscopio confocal ZEISS LSM 710, del Servicio de Microscopía del Centro de 
Investigación Tecnológica e Innovación (CITIUS), de la Universidad de Sevilla. Se trata de un 
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microscopio óptico confocal que tiene acoplado un láser como fuente de iluminación, así 
como un sistema electrónico que permite la obtención de imágenes digitales. Se utilizó el 
software ZEN 2011 para la adquisición de imágenes. Por último, las imágenes digitales 
fueron procesadas mediante el programa informático ImageJ o FIJI, modificándose el 
tamaño y el brillo/contraste de la imagen completa en las ocasiones que se consideró 
necesario.  
19.2.1. Cuantificación de neuronas 
Para experimentos de toxicidad neuronal se realizan tratamientos de 24-48 horas sobre 
cultivos primarios de neuronas (Apartado 3.2), tras lo cual realizamos una 
inmunocitoquímica (ver Apartado 19), utilizando los anticuerpos MAP2 y NeuN (Tabla B6), 
ambas son proteínas específicas de neuronas. MAP2 es una proteína de citoesqueleto, que 
nos permite visualizar la neurona completa, con todas sus ramificaciones (neuropilo). NeuN 
es una proteína nuclear, y nos permite reconocer el núcleo neuronal. Con este marcaje 
somos capaces de visualizar específicamente las neuronas del cultivo que hemos tratado y 
cuantificarlas, para finalmente comparar el número de neuronas existente en cada 
condición, y estudiar el efecto tóxico o protector de cada uno de los tratamientos realizados. 
Así pues, para la cuantificación del número de neuronas se utilizó la herramienta “Cell 
Counter” de ImageJ, en el que contamos las neuronas NeuN+/MAP2+. Por otro lado, para la 
cuantificación del neuropilo se realizaron 3 pasos consecutivos en ImageJ, para cada 
imagen: binarizar, esqueletonizar y medir el área MAP2+ ocupada por las ramificaciones de 
las neuronas, respecto al área total de la imagen.  
19.2.2. Cuantificación de sinapsis 
Para los experimentos sobre la integridad sináptica, se realizan tratamientos durante 5 
horas sobre cultivos primarios de neuronas (Apartado 3.2), tras lo cual realizamos una 
inmunocitoquímica (ver Apartado 19), donde utilizamos los anticuerpos SINAPTOSIFINA y 
PSD95 (Tabla B6), que son proteínas pre y post-sinápticas, respectivamente. Así pues, 
aquellos puntos en que colocalizan ambos marcadores nos muestran las sinapsis, 
permitiéndonos su cuantificación. Para ello, se utilizaron dos plugins en ImageJ: “NeuronJ” 
y “SynaptCountJ”, éste último cedido amablemente por la Dra. Gadea Mata (Mata y col. 
2016). En primer lugar, mediante “NeuronJ”, se trazan las diferentes ramas de las neuronas 
(dendritas) para dibujar la estructura completa de la neurona (Fig.B3(A)). A continuación, 
en el plugin “SynaptCountJ”, se utilizan las imágenes en los dos canales (rojo y verde) y el 
trazado anterior, para obtener la imagen común de los marcadores SINAPTOFISINA (rojo), 
PSD95 (verde) y dendritas (azul) (Fig.B3(B)). Finalmente, se establece el threshold para todos 
los canales, que será constante para todas las imágenes analizadas, y se cuantifica el 
número de puntos en los que colocalizan los 3 canales, obteniendo un valor de densidad de 
sinapsis (número de sinapsis por cada 100m de dendritas neuronales) (Fig.B3(C)).  
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20. MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA DE TRANSMISIÓN (MET) 
Para complementar los resultados obtenidos en el bloque 3 de Resultados, se han obtenido 
imágenes mediante microscopía electrónica de transmisión (MET), en colaboración con el 
laboratorio de la Dra. Antonia Gutierrez (Universidad de Málaga).  
20.1. Procesamiento de células en cultivo para MET 
Tanto los astrocitos primarios tratados con neurosinaptosomas, como los propios 
neurosinaptosomas aislados (Apartado 9.1), son fijados con la solución de fijación [PFA 4% 
(Merck) + glutaraldehído 2.5% (Electron Microscopy Science)], durante 20 min a 
temperatura ambiente. Tras ello, se realizan 3 lavados con PBS y se mantienen a 4ºC, en 
presencia de PBS + 0.02% azida sódica, hasta su posterior uso, como se describe a 
continuación. Todos los lavados se realizan durante 10 minutos cada uno, si no se indica lo 
contrario.  
Así pues, con el fin de eliminar los restos de glutaraldehído y azida sódica, se realizan 3 
lavados, y se procede a post-fijar las células con la solución de tetróxido de osmio 1% 
(Electron Microscopic Sciences) en tampón fosfato PB [NaH2PO4 0.1M + NaHPO4 0.1M, pH 
7.4], a 4°C durante 20 min y en oscuridad. A continuación, se realizan 3 lavados con PB y 
se tiñen las células con azul de toluidina [azul de toluidina 0.5% (p/v) (Farmitalia Carlo 
Erba) + Na2B4O7 0.5% (p/v) (Panreac)] durante 1 minuto, para poder visualizar y 
seleccionar, así, la zona del cultivo de mayor interés.  
Cabe mencionar que el azul de toluidina, (C15H16ClN3S)2ZnCl2, también conocido como 
cloruro de tolonio, es un colorante de carácter básico ampliamente usado en histología, ya 
que tiñe la heterocromatina y la sustancia de Nissl de color azul. Este colorante presenta 
una propiedad conocida como metacromasia que permite que tenga color azul (colorante 
ortocromático), pero cuando se expone a estructuras ricas en grupos aniónicos es capaz de 
Figura B3. Esquema de los pasos a seguir para la cuantificación de sinapsis, mediante los plugins
“NeuronJ” y “SynaptCountJ” en ImageJ. (A) Trazado de la estructura de la neurona (dendritas), mediante
NeuronJ. (B) Imagen común de los canales rojo (Sinaptofisina), verde (PSD95) y azul (dendritas), y la selección
del “threshold” para cada uno de los canales. (C) Resultados de la cuantificación del número de sinapsis (puntos
de colocalización entre los 3 canales). B y C se realizan mediante el plugin “SynaptCountJ”, cedido amablemente
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virar hacia un color violeta-rojo (colorante metacromático). El azul de toluidina es el 
colorante empleado para teñir los cortes semifinos (secciones de 1m de grosor 
aproximadamente) obtenidos por ultramicrotomía y que se encuentran incluidos en resina. 
El colorante se une a los ácidos nucleicos y a todas las proteínas, tiñéndose todo el tejido de 
color azul con los núcleos celulares marcados de un color azul más intenso. A pesar de que 
todas las estructuras resultan teñidas, es posible visualizar los detalles estructurales 
gracias a la delgadez de la sección. 
A continuación, tras la tinción con azul de toluidina, las células se lavan nuevamente con 
PB, para eliminar el exceso de colorante y se procede a la deshidratación e inclusión en 
resina según el protocolo siguiente: 
- Etanol 30°, 15 min 
- Etanol 50°, 15 min 
- Etanol 70° + Uranilo 1% (Idistec), 15 min 
- Etanol 90°, 15 min 
- Etanol 100°, 2 x 10 min 
- Infiltración del cultivo en una mezcla de etanol 100° y resina (1:1), durante 1 hora  
- Infiltración del cultivo en resina pura (Durcupan; Sigma-Aldrich), durante 1 hora, a 
temperatura ambiente. 
- Inclusión en resina a 57°C, durante 72 horas, para permitir la correcta polimerización de 
la resina. 
20.2. Montaje y tallado de las células incluidas en resina 
Transcurridas las 72 horas para la polimerización de la resina, se desmolda la lámina de 
resina con las células en cultivo o los neurosinaptosomas incluidos y se selecciona y corta la 
zona de interés. Se pega con pegamento de secado rápido a un bloque de resina 
polimerizada, dejando secar a temperatura ambiente antes de pasar a realizar el tallado del 
bloque.  
Una vez tenemos el bloque de resina con la muestra de células bien pegada, se monta todo 
en el soporte del ultramicrotomo en el cual vamos a realizar el tallado. Para ello usamos una 
cuchilla muy afilada y vamos retirando poco a poco distintas porciones tanto de resina como 
de tejido superfluo. El objetivo final de este procedimiento es obtener un bloque de resina en 
el cual tengamos una pirámide de base trapezoidal cuya cara superior sea toda la región de 
interés para nuestro estudio. El tamaño de la superficie de la muestra dependerá del tipo de 
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Las muestras incluidas en resina, y preparadas tal y como se ha detallado anteriormente, 
han de ser cortadas para obtener los cortes semifinos y ultrafinos mediante el uso de un 
ultramicrotomo (Modelo Ultracut E, Reichert-Jung). Se realizan, en primer lugar, cortes 
semifinos (1 m de grosor), que se tiñen con el colorante azul de toluidina para su 
observación al microscopio óptico. Con ello, lo que perseguimos es la determinación del área 
final de interés que vamos a volver a tallar antes de realizar los cortes ultrafinos.  
Los cortes ultrafinos para MET se realizaron de un grosor de 50-90 nm y se pasaron 
directamente de la balsa de la cuchilla a rejillas de níquel de 150 agujeros. También se 
realizaron algunos cortes semifinos de la misma superficie sobre la que se hicieron los 
ultrafinos, para su tinción posterior con azul de toluidina y para la obtención de fotografías 
que nos sirvan de referencia durante la observación en el microscopio electrónico de 
transmisión. 
20.4. Protocolo general de la técnica de inmuno-oro para MET (inmunomarcaje)  
La técnica inmuno-oro para MET se trata de una técnica de inmunomarcaje con oro coloidal 
para microscopía electrónica. En primer lugar, se realizan 3 lavados con PBS. Solo en 
aquellos casos en que sea necesario para el anticuerpo primario, para aumentar o mejorar 
la exposición del antígeno a detectar (por ejemplo, anticuerpos para Abeta42, ALDH1L1, 
APP, AQP4, EAAT2), se realizó un pretratamiento con un tampón citrato sódico 50 mM 
(Panreac) pH=6, a 80ºC durante 30 min, tras el cual se dejan enfriar las secciones (10 min) y 
se vuelven a realizar los 3 lavados con PBS. A continuación, se incuban las secciones en 
una solución de glicina 50 mM en PBS durante 5 min, a temperatura ambiente y con 
agitación, para romper los grupos aldehídos del fijador y facilitar la penetración del 
anticuerpo en el tejido. Seguidamente, se lava de nuevo 3 veces con PBS y, para aumentar 
la penetración del anticuerpo, se realiza un proceso de congelación/descongelación 
mediante el que se permeabilizan las membranas celulares, pero sin alterar la morfología de 
la célula a nivel ultraestructural. Para ello, se introducen las secciones en solución de 
crioprotección al 100%, durante 20 min a temperatura ambiente y, después, se mantienen 
en la misma solución crioprotectora durante 20 min a -80ºC. Tras atemperar las secciones, 
se colocan ahora en soluciones de crioprotección [ázida sódica 0.02% (p/v) (Panreac), 
glicerol 10% (v/v) (Panreac), sacarosa 25% (p/v), en PB] diluidas en PBS de concentraciones 
decrecientes y a temperatura ambiente: al 100%, 70%, 50% y 30%, consecutivamente (10 
min en cada una de ellas). Finalmente, se lava de nuevo con PBS.  
Posteriormente, se pasan las secciones a la solución de bloqueo 1 [BSA 1% (p/v), azida 
sódica 0.1%, en PBS] y se mantienen durante 30 min a temperatura ambiente. Tras ello, se 
procede a la incubación con el anticuerpo primario (utilizando como diluyente la Solución de 
Bloqueo 1) durante 48 horas (Tabla B6). Por último, se lavan las secciones con PBS (x3) y se 
pasan a la solución de bloqueo 2 [BSA 0.8% (p/v), gelatina de pescado 0,1%, en PBS], 
durante 30 min. Se colocan las secciones en el anticuerpo secundario (Tabla B6) conjugado 
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con partículas de oro de 1,4 nm (Nanogold), a una dilución 1:100 (v/v) en solución de 
bloqueo 1 y se incuban durante una noche a temperatura ambiente. Al día siguiente, se 
lavan con la solución de bloqueo 2 (3x5min) y, seguidamente, con PBS (3x5min). Se post-
fijan las secciones con glutaraldehído (2%) en PBS, durante 10 min, tras lo cual se lavan 
con agua destilada (2x3min), seguido de 3 lavados con citrato sódico 20mM, pH 7,0 
(3x5min). 
A continuación, se prepara el kit HQ SilverTM (intensificador de la señal) (Nanoprobes) 
usando cantidades iguales de cada uno de los tres componentes, añadiendo en último lugar 
la solución activadora, y se revela durante un tiempo variable entre 5-10 min. Este kit se 
vuelve inestable con la temperatura y precipita, por ello en función de la temperatura de la 
sala, el tiempo de revelado oscilará entre 5-10 min, pero en ningún caso se dejará más de 
11 min. Posteriormente, se lava con agua destilada (2x3min) y con PB, durante 10min. 
Después, se procede a realizar el virado al oro (gold toning), que es el proceso por el cual 
partículas de oro sustituyen a las partículas de plata manteniendo así la amplificación de la 
señal, pero evitando su eliminación por el tratamiento posterior con tetróxido de osmio, ya 
que el oro no se altera con este reactivo. Para ello, se incuba primero en una solución de 
cloruro de oro 0,05% en agua destilada, en condiciones de oscuridad, a 4ºC durante 10 min, 
seguido de una incubación en tiosulfato sódico 0,3% en agua destilada, en las mismas 
condiciones de luz y temperatura (x2). Después, se lavan en PB (x3) y se tratan con la 
solución de tetróxido de osmio, a 4ºC y oscuridad, durante 20 min. Finalmente, se continúa 
con el protocolo indicado en el Apartado 20.2.  
20.5. Observación y obtención de las imágenes 
La observación de los cortes ultrafinos se realizó en un microscopio electrónico de 
transmisión (JEOL JEM-1400) de los Servicios Centrales de Apoyo a la Investigación de la 
Universidad de Málaga. Este mismo microscopio electrónico se utilizó para la obtención de 
las imágenes digitales.  
21. MICROSCOPÍA MULTIFOTÓN “IN VIVO” 
21.1. Fundamento 
La microscopía multifotón, o de doble fotón, es una potente herramienta que presenta 
múltiples ventajas respecto a otras técnicas de fluorescencia, particularmente sobre 
muestras cerebrales in vivo (Bacskai y Hyman, 2002; Mostany y col. 2015): permite la 
obtención de imágenes durante un tiempo prolongado porque produce menor fototoxicidad; 
también permite una mayor profundidad de visualización del tejido cerebral, gracias a la 
alta penetración del haz de fotones; y, por último, todo ello conlleva una enorme resolución 
espacial, permitiendo la discriminación de células individuales e incluso de estructuras 
subcelulares. Así pues, la inmunofluorescencia in vivo puede extenderse a numerosos 
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epítopos accesibles en el cerebro, permitiendo la obtención de imágenes de diversas 
estructuras microscópicas y, con ello, el estudio tanto estructural como de procesos 
dinámicos en biología celular. Estas ventajas hacen, en conjunto, que esta técnica sea ideal 
para la visualización del tejido cerebral in vivo de manera crónica, lo que permite 
caracterizar la evolución de la patología en el cerebro de ratones modelos de la EA. Además, 
esta técnica permite desarrollar nuevas técnicas ópticas de alta resolución y aproximaciones 
no invasivas, así como la utilización de vectores virales, para la visualización de la anatomía, 
fisiología y activación glial, para poder estudiar su evolución temporal en esta patología.  
Por tanto, se trata de una técnica novedosa y desafiante, que requiere el desarrollo de 
múltiples habilidades (Mostany y col. 2015): marcaje fluorescente de tejido, células y/o 
estructuras celulares, preparación quirúrgica para conseguir acceso óptico al cerebro de los 
ratones, y adquisición y procesamiento de imágenes. En resumen, con todas estas 
herramientas, el trabajo in vivo de esta Tesis Doctoral se ha basado en realizar inyecciones 
intracraneales de los vectores virales a nivel cortical, tres semanas antes de su 
visualización, para permitir su correcta expresión; la cirugía y colocación de una ventana 
craneal, que nos permite la visualización del tejido cortical y de la expresión del virus y, 
finalmente, la obtención de imágenes mediante un microscopio multifotón de fluorescencia 
in vivo. De esta manera, los experimentos se basaron en obtener imágenes in vivo de las 
mitocondrias de los astrocitos en estado basal, aplicar posteriormente Abeta soluble sobre la 
corteza cerebral expuesta (retirar ventana craneal, incubar con un medio condicionados con 
o sin Abeta soluble durante 1 hora y volver a colocar una nueva ventana craneal) y, 
finalmente, obtener nuevas imágenes posteriores al tratamiento. Así pues, con los vectores 
virales utilizados, podemos estudiar el estrés oxidativo y los cambios de niveles de calcio que 
se producen en las mitocondrias de los astrocitos en presencia o no de Abeta soluble. Cabe 
destacar que los medios condicionados utilizados, provienen de cultivos celulares de 
neuronas primarias, a partir de ratones APP/PS1 o WT, por lo que tenemos medios 
condicionados con y sin Abeta soluble, respectivamente. Esta aproximación experimental se 
ha llevado a cabo en el laboratorio del Dr. Brian Bacskai, durante una estancia predoctoral 
en el Massachusetts General Hospital (Harvard Medical School, EEUU).  
21.2. Marcaje fluorescente: inyecciones intracorticales  
Para la obtención de imágenes in vivo, los grupos celulares específicos se marcan con 
proteínas fluorescentes a través de distintos métodos genéticos. De hecho, existen gran 
variedad de marcajes fluorescentes para visualizar la estructura de neuronas y células 
gliales en el cerebro. Una de las técnicas más usadas son los métodos de transfección, 
mediante vectores virales, que permiten una gran variedad de abordajes experimentales y 
resulta de gran interés para desarrollar modelos muy específicos, de una manera 
relativamente fácil y rápida. A este respecto, los mejores resultados se han obtenido 
mediante la aplicación de vectores virales asociados a adenovirus (AAVs). 
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Para ello, en este trabajo, hemos utilizado determinados AAVs para el marcaje de las 
mitocondrias de los astrocitos presentes en la corteza cerebral de ratones WT (C57BL/6). 
Estos adenovirus, previamente sintetizados por el grupo del Dr. Bacskai, fueron inyectados 
intracorticalmente, siguiendo el protocolo detallado a continuación. Cabe destacar que todo 
el procedimiento debe realizarse en condiciones de esterilidad, por lo que se realizó en un 
ambiente estéril y todas las herramientas utilizadas fueron esterilizadas con etanol 70% y a 
una temperatura de 200ºC.  
En primer lugar, se anestesian los ratones usando un sistema isofluorano/oxígeno, y se 
mantienen anestesiados durante todo el procedimiento. Se fija correctamente el ratón en un 
estereotáxico y se coloca sobre una manta calefactora, para mantener la temperatura 
corporal correcta del animal. Seguidamente, se le inyecta 0.1 ml de lidocaína (2%; VWR, 
Willard, OH) subcutáneamente (anestesia local), 
y se procede a limpiar la zona superior de la 
cabeza con betadine e isopropanol, para 
después, realizar la incisión a lo largo de la línea 
media (1-2 cm). Se elimina el periostio y se 
localiza Bregma y Lambda (Figura B4). Se limpia 
el cráneo y se mantiene húmedo en todo 
momento, con pequeñas esponjas estériles 
humedecidas con PBS estéril.  
Posteriormente, se coloca la jeringa Hamilton en la estructura del inyector y se mueve hasta 
situar su punta justo sobre Bregma. Usando estas coordenadas, movemos dicha Hamilton, 
desde la posición de Bregma, hacia una posición AP= -1.5, ML= ±1 (ambos lados de la línea 
media) y marcamos las posiciones, para realizar los pequeños orificios con ayuda de un 
pequeño taladro (VWR; Willard, OH). Una vez realizamos los orificios, ya podemos acceder a 
la corteza cerebral. Para ello, cargamos la Hamilton con el virus a inyectar y la introducimos 
en cada uno de los orificios, bajando hasta una posición DV= -0.8, dentro de la corteza 
cerebral. Una vez introducida la punta de la Hamilton, procedemos a inyectar el virus: 
volumen final de 3l (en cada hemisferio), a una velocidad de 150-200 nl/min. Una vez 
hemos finalizado de inyectar el virus en ambas hemicortezas, procedemos a suturar la 
incisión, colocar crema antibiótica sobre ella, inyectar subcutáneamente 0.05 mg/Kg de 
burprenorfina (0.1 mL de 0.0125mg/mL en PBS) y retirar al ratón del estereotáxico y del 
sistema de anestesia. Le dejamos recuperarse sobre una manta calefactora a 37ºC, con 
tilenol (analgésico) diluido en agua y cómida (líquida y sólida).  
En concreto, en este trabajo, se han usado adenovirus para el marcaje de astrocitos (bajo el 
promotor GFAP), en los que se ha estudiado los cambios en el estrés oxidativo (roGFP) y el 
aumento de calcio (YC3.6) en el interior de las mitocondrias (2mt) de dichas células, para lo 
que se han usado los siguientes vectores virales: AAV.GFAP.2mt.YC3.6 (biosensor de calcio) 
Figura B4. Esquema del cráneo de un ratón. Se representan
las posiciones de Bregma (B) y Lambda (L), y la ventana craneal











y = anterior – posterior (AP)
x = medial – lateral (ML)
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y AAV.GFAP.mt.roGFP (biosensor de estrés oxidativo) (Fig.B5). Para poder cuantificar los 
cambios de estrés oxidativo (roGFP), se utilizan dos longitudes de onda de excitación 
(800nm y 900nm) (Esposito y col. 2017), y se detecta, en cada caso, la fluorescencia verde 
emitida. En el caso de los niveles de calcio (YC3.6), se utiliza una misma longitud de onda 
de excitación (860nm), pero se detecta la fluorescencia emitida en dos longitudes de onda 
diferentes (Miyawaki y col. 1997): cian (CFP) y amarilla (YFP). En ambos casos, la 
cuantificación es ratiométrica, y nos permite cuantificar aumento o disminución de estos 
parámetros sobre el estado basal.  
 
Por un lado, el biosensor de estrés oxidativo roGFP, es una modificación de la proteína GFP, 
en el que se han introducido cisteínas en sitios concretos, de manera que se convierte en un 
sensor muy sensible a los cambios de estrés oxidativo del entorno en que se encuentre 
(Lukyanov y Belousov, 2014). De esta manera, el biosensor roGFP tiene dos picos de 
excitación que corresponden a la forma protonada (-SH) y a la forma aniónica (puente S-S) 
de las cisteínas introducidas (Fig.B5(A); Xie y col. 2013a). Así pues, la oxidación del roGFP 
resulta en cambios en el estado de protonación del cromóforo, aumentando la excitación de 
la forma protonada (400nm, o 800nm en el caso del multifotón) y disminuyendo la 
excitación de la forma aniónica (475nm, o 900nm en el caso del multifotón). Por lo tanto, se 
trata de un biosensor muy sensible a pequeños cambios en los estados de oxidación 
GSH/GSSG del entorno, y el “ratio 800/900” nos proporciona información sobre el aumento 
o disminución del estrés oxidativo del entorno en que se encuentre este biosensor.  
Por otro lado, el indicador de calcio YC3.6 tiene una estructura compuesta por los 
siguientes dominios (Fig.B5(B); Miyawaki y col. 1997): la proteína fluorescente cian (CFP), 
calmodulina (proteína de unión a calcio), M13 (the calmodulin-binding domain of myosin light 
chain kinase 2) y la proteína fluorescente amarilla (YFP). En presencia de altas cantidades 
de calcio, éste se une a la calmodulina, que se activa y puede unirse a M13, produciéndose 
Figura B5. Estructura de los biosensores de estrés oxidativo roGFP (A) y de calcio YC3.6 (B). (A) Representación de
la forma reducida y oxidada del biosensor roGFP, mediante excitación multifotón. El ratio de la fluorescencia de emisión
tras ser excitado a 800nm y 900nm se usa como valor del estado de oxidación del roGFP y, por tanto, del estrés oxidativo.
Imagen tomada de Xie y col. 2013. (B) Dominios que lo constituyen (CFP: proteína fluorescente cian; CaM: calmodulina;
M13: the calmodulin-binding domain of myosin light chain kinase; YFP: proteína fluorescente amarilla. Se muestra el
cambio de conformación que sufre este biosensor en presencia de altas cantidades de calcio, y las longitudes de onda de
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un cambio de conformación de este biosensor. Esto permite que ambas proteínas 
fluorescentes, CFP y YFP, interaccionen de una manera mucho más cercana, de manera que 
puede ocurrir una transferencia de energía de resonancia fluorescente (FRET), lo que resulta 
en una menor emisión del CFP y una mayor emisión del YFP. Por lo tanto, cambios en el 
“ratio YFP/CFP” nos indican variaciones en los niveles de calcio del entorno en que se 
encuentra este biosensor.  
21.3. Preparación quirúrgica: ventana craneal 
Para conseguir tener acceso óptico al cerebro y poder obtener imágenes de las células o 
estructuras marcadas, existen dos preparaciones quirúrgicas diferentes: ventana craneal 
cubierta de vidrio o cráneo delgado. Con cualquiera de estos métodos, se puede lograr 
suficiente resolución espacial para poder incluso detectar espinas dendríticas individuales o 
botones axonales. En este trabajo, se han realizado ventanas craneales, siguiendo el 
protocolo que se describe a continuación. Al igual que ocurría con las inyecciones 
intracraneales, todo el procedimiento debe realizarse en condiciones de esterilidad, por lo 
que se realizó en un ambiente estéril y todas las herramientas utilizadas fueron esterilizadas 
con etanol 70% y a una temperatura elevada de 200ºC. 
En primer lugar, se procede de la misma manera que el procedimiento para las inyecciones 
intracraneales, explicado anteriormente (Apartado 21.2), hasta que tenemos el cráneo visible 
y limpio. Posteriormente, observando en todo momento a través de un microscopio, se 
marca el perímetro circular que vamos a taladrar, como se muestra en la Fig.B3, con un 
diámetro de unos 5 mm, por encima tanto de Bregma como de Lambda. Se comienza a 
taladrar el cráneo suavemente y de forma circular, con mucho cuidado, sin dañar el 
cerebro, hasta que se separe totalmente del resto de cráneo. Se levanta el fragmento circular 
de cráneo con mucho cuidado, manteniendo húmedo con PBS estéril en todo momento y 
cortando la hemorragia con las pequeñas esponjas estériles humedecidas en PBS en caso de 
sangrado. Mientras taladramos, hay que tener cuidado que el cráneo y el cerebro no se 
calienten demasiado, porque puede provocar inflamación. A continuación, con pinzas 
ultrafinas, eliminamos dura muy cuidadosamente, y mantenemos el cerebro húmedo en 
todo momento.  
Cuando el tejido ha dejado de sangrar, colocamos la ventana craneal, que se trata de un 
pequeño cubreobjetos circular de vidrio de 8mm de diámetro (Warner Instrument; Holliston, 
MA), previamente esterilizado con etanol 70% y a 200ºC. Para ello, el cerebro debe estar 
húmedo con PBS, sin burbujas, y el cráneo alrededor debe estar seco, para permitir una 
buena fijación con la mezcla acrílica. Una vez colocado el cubreobjetos de vidrio, se fija al 
cráneo mediante una mezcla acrílica, compuesta por unos 150 mg de cemento dental y 2-3 
gotas de pegamento (Krazy GlueTM), que se aplica alrededor del cubreobjetos circular y sobre 
la superficie del cráneo, para asegurarnos que la ventana craneal queda perfectamente 
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fijada al cráneo del animal. Finalmente, ya podemos proceder directamente a observar y 
adquirir imágenes mediante el microscopio multifotón.  
21.4. Adquisición y procesamiento de imágenes  
La adquisición de imágenes, en estereostáxico y previa anestesia con isofluorano, se ha 
llevado a cabo mediante un microscopio multifotón de fluorescencia in vivo OLYMPUS, y con 
el software OLYMPUS FLUOVIEW Ver.4.2 (FV0-AS 4.2).  
Antes de comenzar a adquirir imágenes, inyectamos unos 0.3 ml de dextran red (Dextran 
fluorescein 70.000MW; Invitrogen) mediante inyección intravenosa, para poder visualizar 
fácilmente los vasos sanguíneos cerebrales y poder localizar las zonas de toma de imágenes, 
con el fin de volver a localizar las mimas poblaciones de astrocitos tras el tratamiento con 
Abeta. También es importante seleccionar y colocar los filtros adecuados para nuestros 
fluoróforos que, en nuestro caso, fueron el filtro “MRV GR/XR” para el roGFP, y el filtro 
“MRCYR/XR”, para el YC3.6.  
En primer lugar, debemos limpiar bien la ventana craneal, aplicar un gel acuoso sobre ella y 
colocar el objetivo directamente sobre dicho gel. Mediante epifluorescencia, localizamos las 
zonas de inyección y expresión del adenovirus, y enfocamos adecuadamente. 
Posteriormente, establecemos las condiciones adecuadas en el software: modo de adquisión 
(4.0 s/pixel), tamaño de imagen (512x512), zoom a utilizar, longitud de onda del láser 
(excitación) y poder del láser (no más del 30%, ya que puede ser dañino para el cerebro), 
rango del eje Z a medir (Z-stack) y detectores a utilizar (azul/cian, verde/amarillo y/o rojo, 
que va a depender del filtro colocado). Finalmente, procedemos a la adquisión de imágenes, 
en completa oscuridad.  
Para el AAV.GFAP.2mt.YC3.6 (biosensor de calcio), utilizamos una longitud de onda del 
láser de excitación de 860nm, y detectamos la emisión de fluorescencia cian (em= 460-
500nm) y amarilla (em= 520-560nm), correspondientes a los fluoróforos CFP y YFP, 
respectivamente. Para el AAV.GFAP.mt.roGFP (biosensor de estrés oxidativo), realizamos dos 
imágenes: en una de ellas, utilizamos una longitud de onda del láser de excitación de 
800nm y, en la otra, de 900nm; en ambos casos, detectamos la emisión de fluorescencia 
verde (em= 495-540nm). Para ello, es de suma importancia que el ratón se encuentre 
perfectamente fijado en el estereotáxico, de manera que no se produzca ningún ligero 
movimiento, debido a la respiración, y así poder, posteriormente, alinear perfectamente 
ambas imágenes (800nm y 900nm) y calcular su ratio. Por último, para la visualización de 
los vasos sanguíneos, en cualquiera de los casos mencionados, detectamos siempre la 
fluorescencia roja (em= 575-630nm).  
Por último, para el procesamiento y análisis de todas estas imágenes, se ha utilizado el 
programa ImageJ y varios scripts desarrollados en MATLAB, gracias a la alta tecnología de 
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la que disponen en el laboratorio del Dr. Bacskai. Así pues, se han calculado los ratios 
correspondientes a cada uno de los biosensores (ratio 800/900 ó ratio YFP/CFP), de cada 
una de las mitocondrias de los astrocitos visualizados, antes y después del tratamiento, 
obteniéndose histogramas representativos, que nos muestran los cambios en los niveles de 
calcio o en el estrés oxidativo de dichas mitocondrias.  
22. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Todos los experimentos llevados a cabo en este trabajo han sido repetidos un mínimo de 3 
veces. El método de análisis estadístico varía según las muestras empleadas. El análisis 
estadístico se ha desarrollado con los programas Statgraphics v3.1, GraphPad Prism 5 y 
SPSS. Los análisis estadísticos de correlaciones entre variables se realizaron mediante el 
coeficiente de correlación de Pearson (para datos cuya distribución sigue la normalidad) o 
Spearman (datos que no siguen una distribución normal) seguidos por un análisis de 
regresión lineal. 
En el estudio de las muestras humanas, los datos no siguen una distribución normal, por 
tanto, empleamos pruebas no paramétricas: Kruskal‐Wallis para comparaciones múltiples o 
Mann‐Whitney en comparaciones independientes entre dos grupos. Para aquellas muestras 
que se ajustan a una distribución normal, comparamos los datos mediante el test ANOVA 
(one-way analysis of variance), seguido del test de comparación múltiple Tukey, si 
comparamos varios grupos entre sí, o mediante el test “t de Student”, si se trata de dos 
poblaciones independientes. En aquellos datos que siguen una distribución normal, los 
resultados mostrados reflejan el valor medio de los experimentos realizados respecto al 
grupo control, representándose la media del grupo ± la desviación estándar (SD). Los datos 
que no siguen una distribución normal han sido representados utilizando un diagrama de 
caja (Box and whisker plot) que refleja la mediana, el valor mínimo y el valor máximo de los 
datos representados. Con estas representaciones, podemos conocer la distribución que 
siguen los datos dentro de cada grupo.  
En cualquier caso, consideramos la existencia de diferencias estadísticamente significativas 
cuando obtenemos un valor p<0,05, mostrando el nivel de significación de la siguiente 
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La enfermedad de Alzheimer, con más de 70 millones de afectados a nivel mundial (OMS 
2017; Prince y col. 2016) y sin tratamientos farmacológicos efectivos, constituye en la 
actualidad uno de los problemas socio-sanitarios y económicos más importantes de nuestra 
época. La ausencia de terapias efectivas que modifiquen el curso natural de la enfermedad 
se debe, en parte, a la falta de buenos modelos animales y al desconocimiento de los 
complejos mecanismos patogénicos. La reproducción en modelos animales de las 
alteraciones proteicas típicas de la EA (acumulación de Abeta y formas fosforiladas de tau), 
ha sido poco útil para comprender el proceso neurodegenerativo en pacientes. Es más, las 
contradicciones entre los modelos y las muestras de pacientes explican el escaso éxito en la 
traslación de resultados al desarrollo de terapias eficaces en la clínica humana. Todo esto 
pone de manifiesto que existen otros mecanismos patogénicos sin resolver y, con ello, la 
necesidad de entender mejor los mecanismos de la enfermedad y de disponer de modelos 
animales que mimeticen mejor la patología de los pacientes. En este sentido, en los últimos 
años la respuesta neuroinflamatoria asociada a la patología de Alzheimer se ha propuesto 
como un proceso clave y complejo que podría aportar nuevas oportunidades terapéuticas 
para esta enfermedad.  
El grupo de investigación en que se ha realizado esta tesis doctoral estudia desde hace años 
los mecanismos moleculares implicados en la EA, con objeto de identificar biomarcadores y 
dianas terapéuticas de interés. Uno de los principales objetivos actuales del grupo es 
descifrar el papel de la respuesta neuroinflamatoria, mediada por la microglia y los 
astrocitos. Entender la variedad de fenotipos que pueden adoptar las células gliales en 
función del estímulo patogénico y sus posibles alteraciones con la evolución de la patología 
resulta absolutamente necesario antes de poder abordar cualquier nueva estrategia 
terapéutica. 
En la última década, se ha estudiado ampliamente el papel de la microglía en la progresión 
de enfermedades neurodegenerativas como la EA. El estudio de modelos transgénicos 
productores de Abeta, como el doble transgénico PS1M146/APP751SL caracterizado por nuestro 
grupo, desvelan que la microglía muestra una fuerte activación alrededor de las placas 
(Heneka y col. 2013, 2015a) que progresa con el avance de la patología amiloide (Drummond 
y Wisniewski, 2017). Así pues, nuestro grupo de investigación ha descrito una importante 
activación microglial tipo “M2” alrededor de las placas de Abeta desde edades tempranas, 
mientras que, a edades avanzadas, se produce también una activación microglial con 
fenotipo clásico “M1” en las regiones interplaca, expandiéndose por todo el parénquima, 
debido al aumento de oligómeros solubles de Abeta (Jimenez y col. 2008, 2011; 
Moreno‐González y col. 2009).  
Más recientemente nuestro grupo ha descrito que, a diferencia de lo que ocurre en los 
modelos transgénicos amiloidogénicos, en el hipocampo de los pacientes de Alzheimer existe 
una activación microglial muy limitada (exclusivamente rodeando las placas amiloides) y, lo 
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que es más importante, hay un proceso de degeneración microglial, con un patrón regional 
definido (giro dentado>CA3>CA1) (Sanchez-Mejias y col. 2016). Esta degeneración microglial 
se caracteriza por la presencia de microglía patológica con prolongaciones fragmentadas y 
distróficas y reducción del dominio microglial. Paralelamente, hay una disminución del 
número total de células microgliales, y, consecuentemente, de la protección inmunológica 
del hipocampo. Dicha degeneración microglial está mediada por formas tóxicas de tau (fosfo-
tau), ausente en los modelos amiloidogénicos y se reproduce en el modelo animal ThyTau 
(Navarro y col. 2018; Gutierrez y Vitorica, 2018; Sanchez-Mejias y col. 2016; Hansen y col. 
2017, Romero-Molina y col. 2018).  
Además de la intervención de la microglia en la evolución de la patología de Alzheimer, la 
contribución de los astrocitos parece ser crucial (Heneka y col. 2015a; Heppner y col. 2015). 
En este sentido, se ha descrito que la progresión de la patología va acompañada de una 
activación astroglial, caracterizada por la hipertrofia de las prolongaciones y la 
sobreexpresión de la proteína glial fibrilar acídica (GFAP) (Osborn y col. 2016; Verkhratsky y 
col. 2016; Liddelow y Barres, 2017; Chen, 2018; Verkhratsky y col. 2010; Perez-Nievas y 
Serrano-Pozo, 2018). Sin embargo, aún se desconoce si esta reactividad astroglial es causa o 
consecuencia de la patología. A pesar de recientes resultados que apoyan la diversidad 
molecular y funcional de los astrocitos en el cerebro adulto (Haim y Rowitch, 2017; John Lin 
y col. 2017), se desconoce el mecanismo y la función de la activación astroglial en 
condiciones patológicas. Tradicionalmente se le ha atribuido un carácter tóxico a la 
activación astroglial en la EA; sin embargo, en la actualidad, está cobrando fuerza la 
hipótesis de una pérdida de la función protectora de los astrocitos con la evolución de la 
patología (Masgrau y col. 2017). Los astrocitos activos podrían participar en la patología de 
la EA mediante ganancia o pérdida de función, o incluso podrían tener funciones diversas 
en función del estado de la patología y de su localización. En este sentido, y de forma similar 
a la microglía, se ha propuesto que los astrocitos podrían adoptar diversos fenotipos 
funcionales dependiendo del contexto patológico (Zamanian y col. 2012; Liddelow y Barres, 
2017). Por ello, resulta imprescindible caracterizar su función y su potencial patológico o 
neuroprotector con la evolución de la patología de Alzheimer.  
El péptido Abeta parece ser uno de los desencadenantes de la activación astroglial (Medeiros 
y LaFerla, 2013; Ugbode y col. 2017), aunque se desconoce el mecanismo de activación y su 
función. Por un lado, se ha demostrado que los astrocitos activos participan de manera más 
eficiente que la microglía en la fagocitosis de Abeta de las placas (Nielsen y col. 2010). Pero, 
por otro lado, secretan moléculas proinflamatorias en respuesta a los depósitos amiloides, 
causando así un efecto citotóxico perjudicial (Wyss-Coray y col. 2003; Heneka y col. 2005a; 
Medeiros y LaFerla, 2013; Xiao y col. 2014). También se ha asociado la astrogliosis reactiva 
a los ovillos intracitoplasmáticos de proteína Tau (Overmyer y col. 1999) e, incluso, se ha 
sugerido que la astrogliosis está más directamente asociada a tau que a Abeta (Serrano-Pozo 
y col. 2011b). No obstante, y a diferencia de lo que ocurre con la microglia, los astrocitos no 
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parecen sufrir procesos de degeneración en etapas avanzadas de la EA (Sanchez-Mejias y 
col. 2016). La modulación de la respuesta inflamatoria hacia un efecto neuroprotector en 
lugar de citotóxico podría constituir una buena diana terapéutica, por lo que la 
caracterización de la respuesta astroglial durante la patología de la EA resulta necesaria. Es 
imprescindible, para ello, conocer los diferentes fenotipos funcionales que adquieren los 
astrocitos, así como la ganancia o pérdida de función en respuesta al péptido Abeta y/o a 
las formas fosforiladas de tau.  
Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, nuestra hipótesis de trabajo propone que 
la progresión de la patología en la enfermedad de Alzheimer está asociada a una disfunción 
de las células gliales. En este sentido, es clave definir los perfiles funcionales 
(neuroprotector, neurotóxico y/o degenerativo) de la astroglía durante el progreso de la 
enfermedad. Por tanto, el objetivo principal de esta Tesis es caracterizar la heterogeneidad 
morfológica y funcional de la astroglia reactiva en el cerebro tanto de modelos transgénicos 
de EA, como de pacientes postmortem, y determinar su relación con la progresión de la 
patología. Para ello consideramos los siguientes objetivos específicos: 
Objetivo 1. Estudiar la reactividad astroglial asociada a Abeta y/o a las formas fosforiladas 
de tau. En primer lugar, realizamos una caracterización preliminar de la reactividad 
astroglial en modelos animales productores de Abeta, de tau fosforilado, y en muestras 
postmortem de pacientes de Alzheimer.  
Objetivo 2. Estudiar la respuesta in vitro de los astrocitos mediada por las formas solubles 
de Abeta y/o Tau fosforilado. Así pues, estudiamos la respuesta sobre un cultivo de 
astrocitos primarios de las formas solubles de Abeta y tau fosforilado, comparándolo con la 
respuesta de la microglía a ambas, y estudiando su efecto sobre la viabilidad neuronal y la 
integridad sináptica, considerados en última instancia como los responsables del déficit 
cognitivo de la patología de Alzheimer.  
Objetivo 3. Estudiar el papel de los astrocitos en la fagocitosis de distrofias neuríticas 
procedentes de modelos de Abeta y Tau fosforilado. Se estudia la capacidad de los astrocitos 
de captar y procesar neurosinaptosomas (distrofias neuríticas) con patología Abeta y Tau, 
comparando ambos. Además caracterizamos el estado de los astrocitos frente a los 
diferentes neurosinaptosomas y la repercusión de su fagocitosis sobre otros tipos celulares, 
como la microglía o las neuronas.  
Objetivo 4. Caracterizar el fenotipo de los astrocitos a nivel transcriptómico en modelos 
animales productores de Abeta y de fosfo-tau a distintas edades. Además, en colaboración 
con el laboratorio del Dr. Bacskai, durante una estancia predoctoral en el Massachusetts 
General Hospital (Harvard Medical School, EEUU), también se aborda un estudio in vivo del 
efecto del Abeta soluble sobre los niveles de calcio y el estrés oxidativo en las mitocondrias 
de los astrocitos corticales. Por último, se comparan los resulatdos transcriptómicos de los 
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1. REACTIVIDAD ASTROGLIAL EN MODELOS ANIMALES Y EN PACIENTES DE 
ALZHEIMER 
Existen numerosos estudios sobre el papel de la microglía en la progresión de la enfermedad 
de Alzheimer. Resultados recientes revelan que en cerebros de enfermos de Alzheimer 
coexisten una ligera activación microglial, mediada principalmente por Abeta (Jimenez y col. 
2008, 2011), con una degeneración selectiva de células microgliales, mediada por fosfo-tau 
soluble (Sanchez-Mejias y col. 2016, Navarro y col. 2018), y sugieren que una respuesta 
neuroprotectora defectuosa o reducida de la microglía, podría estar asociada con el 
desarrollo de la patología (Navarro y col. 2018; Gutierrez y Vitorica, 2018; Hansen y col. 
2017). Basándonos en estos antecedentes, en el presente trabajo estudiamos la respuesta 
de los astrocitos ante los eventos patológicos típicos de la EA (Abeta y fosfo-tau) y realizamos 
su caracterización molecular en distintos modelos animales de la enfermedad y en pacientes 
de Alzheimer.  
1.1. Reactividad astroglial en distintos modelos de la EA  
Tras comprobar que en el hipocampo de ratones APP aumentan los niveles de Abeta con la 
edad (Fig.D1.1(A)), y en el de ratones TAU P301S, las formas fosforiladas de tau (AT8) pero 
no tau total (TAU46) (Fig.D1.1(B)), analizamos en las mismas muestras los marcadores 
GFAP y Vimentina, específicos de reactividad astrocitaria. En ambos modelos, se produce 
un incremento significativo de GFAP, tanto a nivel de ARNm como de proteínas, que es más 
acusado en el modelo TAU (Fig.D1.2(A)). De manera similar se eleva la expresión de 
Vimentina (Fig.D1.2(B)).  
 
Paralelamente realizamos estudios inmunohistoquímicos con GFAP. Nuestros resultados 
muestran que en el hipocampo de ratones P301S aumenta el marcaje con GFAP a los 9 
meses de edad, cuando la patología Tau se manifiesta, principalmente en la región CA1, 
pero también en el giro dentado (DG) (Fig.D1.3). Estos astrocitos muestran los cambios 
morfológicos característicos de la reactividad astrocitaria, con acortamiento de las 
prolongaciones y engrosamiento del soma.  
Fig.D1.1. Aumento de la patología
Abeta o fosfo-tau en el hipocampo de
modelos APP y TAU P301S, con la
edad. Imágenes representativas del
análisis mediante western blot de la
cantidad de Abeta (anticuerpos 6E10 y
82E1) en el hipocampo de animales
amiloidogénicos APP (A), y de la cantidad
de fosfo-tau (AT8) y tau total (TAU46), en
el hipocampo de animales TAU P301S
(B). Se observa que ambas formas
patológicas de dichas proteínas



































En los ratones amiloidogénicos APP/PS1 también se produce un aumento gradual de la 
reactividad astroglial con la patología amiloidea (Fig.D1.4, Gomez-Arboledas y col. 2017). La 
astrogliosis es más patente en las zonas cercanas a las placas de Abeta, donde los astrocitos 
muestran un fenotipo reactivo con morfología hipertrófica y procesos dirigidios hacia las 
placas. Debido a que la mayoría de los astrocitos del hipocampo expresan GFAP, utilizamos 
además un marcador específico de astroglía reactiva, BLBP (Gotz y col. 2015). Nuestros 
resultados muestran una perfecta correlación entre la reactividad astroglial BLBP-positiva y 
la carga amiloidea OC-positiva, principalmente en la región CA1 y en el DG (Fig.D1.4(b3)). 
Además, mediante microscopía confocal con doble marcaje, comprobamos que existe una 
relación íntima entre los astrocitos reactivos (marcados con GFAP, AQP4 y EAAT2) y las 
fibras amiloides (marcadas con ThioS) que constituyen los depósitos de Abeta (Fig.D1.4(C)).  
Por tanto, estos resultados demuestran, en conjunto, que en el hipocampo de animales 
transgénicos modelos de la EA, existe un proceso de activación astroglial asociado a las 
proteínas patológicas Abeta y tau fosforilado.  
 
Fig.D1.2. La reactividad astroglial aumenta en el hipocampo de modelos APP y TAU P301S. (A) Análisis (a1) y
cuantificación (a2), mediante western blot del nivel proteico de GFAP, en el hipocampo de animales amiloidogénicos
APP y de animales TAU P301S, a distintas edades (n=6/edad). (B) Cuantificación del nivel de expresión de los
marcadores de astrogliosis GFAP (b1) y Vimentina (b2), mediante RT-PCR. Tanto a nivel proteico como de expresión,
existe un aumento significativo de estos marcadores de reactividad astroglial en los ratones APP y TAU P301S; similar
al aumento en los niveles de Abeta o fosfo-tau correspondientes. La significancia se analizó mediante un test ANOVA,
seguido del test de Tuckey, donde *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.
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Fig.D1.3. Reactividad astroglial en el hipocampo de ratones TAU P301S. Inmunomarcaje para GFAP
en el hipocampo (a1-2) de ratones TAU P301S, a 4 y 12 meses de edad; donde se observa un aumento de la
reactividad astroglial con la edad, sobretodo en la región CA1 (b1-2), pero también en el Giro Dentado (c1-2).
Los recuadros insertados en b1-2 y c1-2 muestran detalles de astrocitos GFAP positivos, con un mayor
aumento, donde se observa el cambio morfológico de los astrocitos reactivos a 12 meses, respecto a 4 meses.
DG: giro dentado; CA1: región CA1 del hipocampo; so: stratum oriens; sp: stratum piramidale; sr: stratum
radiatum; m: capa molecular; g: capa granular; h: hilo del giro. Barras de escala: a1-2: 500 m, b1-2 y c1-2:
50 m; insertos: 20 m. Imágenes cedidas por el grupo de la Dra. Antonia Gutiérrez.






























1.2. Reactividad astroglial en muestras postmortem de pacientes de Alzheimer  
Como paso previo, en muestras de hipocampo humano, cuantificamos los niveles de Abeta y 
de formas fosforiladas de tau y corroboramos que ambas proteínas aumentan 
significativamente en pacientes de Alzheimer (Braak V-VI) respecto a individuos en estadio 
Braak II (Fig.D1.5).  
Fig.D1.4. La reactividad astroglial progresa en paralelo a la patología amiloide en el hipocampo de
ratones APP/PS1. (A) Inmunomarcaje para GFAP (a1-a3), BLBP (a4-a6) y OC (a7-a9) en el hipocampo de ratones
APP/PS1 a 4, 6 y 12 meses de edad (n=4/edad). Los recuadros insertados en a2 y a5 muestran detalles de
astrocitos GFAP y BLBP positivos, respectivamente, con un mayor aumento; y los insertados en a7-9 muestran
detalles de placas OC positivas, con mayor aumento. El número y tamaño de las placas (marcados con el
anticuerpo OC) aumentan gradualmente con la edad, al igual que la reactividad astroglial (marcados con los
anticuerpos GFAP y BLBP). (B) Análisis cuantitativo de las áreas GFAP-positivas (b1) y BLBP-positivas (b2) en la
región CA1, que demuestra un aumento con la edad de la reactividad astroglial, que es significativamente mayor
en los ratones transgénicos comparados con los WT. El área BLBP-positiva muestra una buena correlación con la
carga amiloide OC-positiva (b3). La significancia, obtenida mediante el test de comparación de Tukey, se muestra
así: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,0001. (C) La íntima relación entre los procesos astrocíticos y las fibras amiloides se
pueden observar mediante microscopía confocal con doble marcaje para GFAP-TioflavinaS (c1), AQP4-TioflavinaS
(c2) o EAAT2-TioflavinaS (c3). DG: giro dentado; CA1: región CA1 del hipocampo. Barras de escala: a1-a9: 500 m,
























































Fig.D1.5. Aumento de Abeta
y fosfo-tau en el hipocampo
de pacientes de Alzheimer.
Análisis mediante western blot
de la cantidad de fosfo-tau
(AT8), tau total (TAU46) y
Abeta monomérico (82E1), en
el hipocampo de muestras
postmortem de individuos
clasificados según los estadios
Braak. Se observa que las
formas fosforiladas de tau y el
Abeta monomérico aumentan
en pacientes con Alzheimer
(Braak V-VI).















Fig.D1.6. La reactividad astroglial aumenta en el hipocampo de pacientes de Alzheimer. Análisis
(A) y cuantificación (a1) del nivel proteico de GFAP, mediante western blot, en el hipocampo de muestras
postmortem de pacientes de Alzheimer (Braak V-VI, n=12), comparadas con controles (Braak 0, n=6) o
estadíos anteriores de patología tau (Braak II y Braak III-IV, n=9). (B) Cuantificación del nivel de expresión
de GFAP (b1) y Vimentina (b2), mediante RT-PCR, de las mismas muestras (Braak 0, n=6; II, n=13; III-IV,
n=9; V-VI, n=18). Ambas medidas muestran un aumento significativo de los marcadores astrocíticos GFAP
y Vimentina en pacientes de Alzheimer (Braak V-VI). La estadística se analizó mediante el test de Kruskal-
Wallis, seguido de un test de Dunn. (Gomez-Arboledas y col. 2017).
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Fig.D1.7. Reactividad astroglial en el hipocampo de pacientes de Alzheimer. (A) Inmunohistoquímica simple
para el marcador astroglial GFAP, que muestra un aumento generalizado de la densidad de células astrocitarias en
el hipocampo de muestras humanas de pacientes de Alzheimer (Braak V-VI), comparados con los casos de estadios
iniciales (Braak II). (B) Inmunohistoquímica simple para GFAP, de la región CA1 del hipocampo, donde se observa
dicho notable incremento en la inmunorreactividad para GFAP (b3), asociada a los depósitos extracelulares de
Abeta (b4). (C) Inmunohistoquímica simple para GFAP, donde se aprecia cómo las prolongaciones astrocitarias
cicatrizan las lesiones producidas por Abeta (c1) y fosfo-tau (c2; las flechas rojas indican ovillos neurofibrilares o
NFTs envueltos por procesos astrocitarios). (D) Inmunohistoquímicas triples mediante microscopía confocal, que
muestran la relación de los astrocitos con las placas de Abeta: se observa (d1) la disposición de los astrocitos
(GFAP positivos, verde) alrededor de las placas de Abeta (4G8, azul), junto con la microglía (Iba1 positivas, rojo); y
(d2) la asociación, con detalle, de astrocitos (GFAP-positivas, verde) con depósitos extracelulares neuríticos de
Abeta (4G8, azul), rodeado de distrofias AT8-positivas (rojo). CA: asta de Amón; GD: giro dentado; S: subículo; PrS:
presubículo; PaS: parasubículo; CE: corteza entorrinal; CP: corteza perirrinal; so: stratum oriens; sp: stratum
piramidale; sr: stratum radiatum; slm: stratum lacunosum‐moleculare. Barra de escala: A: 2 mm; b1,b3: 500 m;







































Seguidamente pasamos a estudiar la respuesta astroglial en las mismas muestras. Nuestros 
resultados muestran que, en el hipocampo de pacientes de Alzheimer (Braak V-VI), se 
produce un aumento significativo en los niveles de ARNm y de proteínas de los marcadores 
de activación astrocítica GFAP y Vimentina, con respecto a los demás estadios (Fig.D1.6). 
Además, mediante estudios inmunohistoquímicos con GFAP visualizamos un aumento 
importante de astrocitos reactivos en el hipocampo de muestras Braak V-VI, respecto a 
Braak II, sobre todo en la región CA1 (Fig.D1.7). A mayor aumento, observamos astrocitos 
quiescentes con largas ramificaciones en muestras sin patología (Braak II), mientras que en 
muestras Braak V-VI los astrocitos presentan morfología típica de un fenotipo reactivo, con 
engrosamiento del cuerpo celular y retracción de las prolongaciones [Fig.D1.7(b2 y b4, 
respectivamente)], al igual que en los modelos murinos previamente analizados.  
En la Fig.D1.7(C) se ilustra cómo estos astrocitos reactivos se concentran alrededor de los 
depósitos de Abeta y en torno a ovillos neurofibrilares. Además, los que rodean las placas de 
Abeta, están íntimamente relacionados con la microglía (Iba1 positivas) e incluso con las 
distrofias neuríticas asociadas a las placas (AT8 positivas) (Fig.D-1.7(D)), como hemos 
descrito en modelos animales amiloidogénicos de la EA (Gomez-Arboledas y col. 2017).  
Por tanto, en el hipocampo de pacientes de Alzheimer existe una clara astrogliosis que 
progresa con la patología asociada a las placas de Abeta, y a los ovillos neurofibrilares y/o 
formas fosforiladas de tau. Estas observaciones sugieren un papel importante de los 
astrocitos en la patología del Alzheimer, que seguidamente tratamos de caracterizar.  
2. RESPUESTA ASTROGLIAL “IN VITRO”: RESPUESTA INFLAMATORIA Y 
FUNCIÓN DE NEUROPROTECCIÓN  
Basado en lo descrito en el apartado anterior, nuestro siguiente objetivo es caracterizar in 
vitro la respuesta de los astrocitos en presencia de formas solubles de Abeta y/o fosfo-tau, y 
compararla con la ejercida por las mismas formas sobre la microglía.  
2.1. Caracterización de las fracciones solubles S1 aisladas de la corteza 
cerebral de ratones trangénicos y de muestras postmortem de pacientes 
de Alzheimer  
Para los mencionados ensayos in vitro, utilizamos las fracciones solubles S1 aisladas de la 
corteza de distintos modelos murinos de la enfermedad (APP/PS1 y ThyTAU) y de muestras 
postmortem de pacientes de Alzheimer (ver Apartado 5, de Materiales y Métodos). En primer 
lugar, comprobamos que en las fracciones S1 del modelo APP/PS1 se produce un aumento 
gradual de Abeta soluble oligomérico (OC) con la edad, que alcanza el máximo a los 18 
meses, por lo que elegimos dichas fracciones para los tratamientos in vitro posteriores 
(Fig.D2.1(A)). Paralelamente, en las fracciones S1 del modelo ThyTAU se produce un 




experimentos in vitro usamos las fracciones S1 de los animales de 12 meses, por ser las que 
acumulan la mayor cantidad de fosfo-tau soluble.  
Seguidamente, caracterizamos las fracciones S1 procedentes de muestras humanas 
postmortem. Nuestros resultados muestran que dichas fracciones contienen Abeta 
oligomérico soluble (OC positivo), aunque sus niveles no aumentan significativamente en 
muestras de pacientes Braak V-VI al compararlos con estadios previos de Braak; sin 
embargo, en dichas muestras sí es significativo el aumento de Abeta total soluble 
cuantificado por ELISA (Fig.D2.2). Referente a Tau ocurre lo contrario: no varian los niveles 
de tau total en las fracciones S1 de individuos Braak V-VI, pero sí aumentan 
significativamente las formas fosforiladas (reconocidas por AT8 y AT100) de tau soluble. 
Cabe puntualizar que las cantidades de estas proteínas en las fracciones S1 de pacientes 
Braak V-VI esporádicos son considerablemente menores que en las procedentes de los 
modelos murinos, ya que estos modelos sobreexpresan dichas proteínas mutadas.  
A continuación, utilizamos estas fracciones solubles para analizar in vitro la respuesta de los 
astrocitos frente a Abeta y/o fosfo-tau solubles, en experimentos de estimulación, toxicidad 
y funcionalidad, entre otros.  
 
 
Fig.D2.1. Caracterización de las fracciones solubles S1 de modelos murinos de la EA, utilizados en los ensayos in
vitro. (A) Análisis, mediante dotblot, de las formas solubles oligoméricas de Abeta (anticuerpo OC), en las fracciones
solubles de ratones WT, APP/PS1 y ThyTAU, a distintas edades. Se observa que la fracción soluble de ratones APP/PS1 de
18 meses contienen la mayor cantidad de Abeta oligomérico soluble. (B) Análisis, mediante western blot, de las formas
fosforiladas de tau (AT8) y la cantidad de tau total (TAU46), en las fracciones solubles de ratones ThyTAU de distintas
edades. Se observa que la fracción soluble de ratones ThyTAU de 12 meses contienen la mayor cantidad de fosfo-tau soluble
























2.2. Las formas solubles de Abeta y/o tau fosforilado no producen toxicidad 
en la población astroglial  
Estudios previos de nuestro grupo de investigación han demostrado que las formas solubles 
de tau fosforilado presentes en las fracciones S1 de ratones ThyTAU de 12 meses o de 
individuos Braak V-VI son tóxicas para la microglía (Sanchez-Mejias y col. 2016). 
Contrariamente, las fracciones S1 de animales viejos APP/PS1 producen activación 
microglial mediada por Abeta oligomérico soluble, pero no degeneración (Jimenez y col. 
2008, 2011).  
Basándonos en estos antecedentes, en el presente trabajo estudiamos el efecto de estas 
fracciones solubles sobre los astrocitos. En primer lugar, realizamos ensayos de toxicidad. 
Para ello, tratamos los astrocitos durante toda la noche en ausencia de suero con las 
distintas fracciones solubles S1, tras lo que cuantificamos mediante citometría de flujo el 
Fig.D2.2. Caracterización de las fracciones solubles S1, de muestras humanas postmortem, utilizados en los
ensayos in vitro. (A) Análisis, mediante dotblot (a1), y cuantificación (a2) de las formas solubles oligoméricas de Abeta
(anticuerpo OC), en las fracciones solubles de muestras humanas postmortem, clasificadas en función de los estadios de
Braak. (B) Análisis, mediante western blot (b1), y cuantificación (b2) de las formas fosforiladas de tau (anticuerpos AT100
y AT8), en estas fracciones solubles. (C) Cuantificación, mediante ELISA, del Abeta total y del Tau total, en las fracciones
solubles de dichas muestras. Se observa un aumento significativo tanto de Abeta total soluble, que no se observa
significativamente en Abeta oligomérico, como de formas fosforiladas solubles de tau en las fracciones S1 de Braak V-VI,
aunque la cantidad de Tau total no aumenta. (Sánchez-Mejías y col. 2016).
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porcentaje de células viables, apoptóticas y necróticas (ver Apartado 7, de Materiales y 
Métodos). Como se observa en la Fig. D2.3, ni el Abeta oligomérico ni las formas fosforiladas 
de tau solubles son tóxicas para los astrocitos.  
Por tanto, las formas de fosfo-tau tóxicas para la microglía no lo son para los astrocitos, lo 
que nos permite descartar un proceso de degeneración astrocitaria mediado por las 
proteínas patológicas solubles presentes en el cerebro de pacientes de Alzheimer.  
 
 
2.3. Caracterización transcriptómica de los astrocitos, ante un tratamiento 
agudo con formas solubles de Abeta y/o tau fosforilado 
Una vez que comprobamos que los astrocitos resisten al efecto tóxico de las formas solubles 
de Abeta oligomérico y de fosfo-tau, estudiamos el fenotipo que adquieren en respuesta a 
dichas proteínas. Para ello, tratamos la línea astrocitaria WJE con distintas fracciones 
solubles S1 durante 5 horas y realizamos, posteriormente, su caracterización 
Fig.D2.3. Ensayos de toxicidad de las distintas fracciones solubles S1 en astrocitos primarios in vitro. (A)
Imágenes representativas del análisis, mediante citometría de flujo, de las células viables (azul; AnexinaV+/PI+),
células necróticas (naranja; AnexinaV-/PI+) y células apoptóticas (rojo): células en apoptosis temprana
(AnexinaV+/PI-) y en apoptosis tardía (AnexinaV+/PI+). (B) Cuantificación y representación gráfica del porcentaje de
astrocitos viables, apoptóticos y necróticos ante el tratamiento con las distintas fracciones solubles S1
procedentes de modelos murinos (b1; WT, APP/PS1 de 18 meses o ThyTAU de 12 meses), o de muestras humanas
(b2; Braak II y Braak V-VI). Se usó la estaurosporina como control positivo de apoptosis. Ni el Abeta oligomérico
soluble ni las formas fosforiladas de tau, presentes en las distintas fracciones solubles S1, son tóxicos para los
astrocitos. La estadística se analizó mediante el test ANOVA, seguido de un test de Tukey (****p<0.001; n=3).
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transcriptómica. Tras extraer el ARN de dichas células obtenemos unos valores de RIN 
elevados (9.94 ± 0.13), indicativos de que el ARN está prácticamente intacto y resulta idóneo 
para el posterior estudio transcriptómico mediante arrays de hibridación (ver Apartado 16, 
de Materiales y Métodos). Las muestras se analizan por triplicado para cada condición: 
control (astrocitos sin estimular), TAU (estimuladas con S1 de ratones ThyTAU de 12 
meses), ABETA (estimuladas con S1 de ratones PS1/APP de 18 meses), Braak II y Braak V-
VI (estimuladas con S1 de individuos Braak II y Braak V-VI, respectivamente) y, finalmente, 
realizamos el estudio bioinformático de los resultados obtenidos.  
 
 
Fig.D2.4. Caracterización transcriptómica de los astrocitos WJE estimulados con las fracciones solubles S1,
que contienen Abeta oligomérico y/o fosfo-tau solubles. Ensayo de estimulación de astrocitos WJE in vitro con la
fracción soluble S1 de ratones ThyTAU (TAU); de ratones APP/PS1 (ABETA) y de muestras humanas postmortem
clasificadas, según los estadios de Braak, como Braak II y Braak V-VI (n=3); y su análisis transcriptómico mediante
array. (A) Análisis y representación, mediante heatmap, de genes diferencialmente expresados en cada condición con
respecto al control (sin estimular), utilizando el criterio logFC <-1 y >1, y un FDR<0,05: en azul se representan los genes
cuya expresión disminuye y en rojo los que aumentan. (B) Análisis y representación de los genes característicos de los






































































































































































En primer lugar, efectuamos un análisis de expresión diferencial usando la condición 
“control” como referencia. Los genes se clasifican como diferencialmente expresados (DE) o 
no, de acuerdo con el siguiente criterio: FDR (False Discovery Rate, un p-value ajustado) < 
0.05, que tolera un 5% de falsos positivos; y logFC > 1 o < -1, que incluye los genes que 
tienen el doble o la mitad de expresión en la muestra, en relación con el control. Utilizando 
esta metodología generamos un heatmap, como el que se ilustra en la (Fig.D2.4(A)). En él 
observamos que la condición con S1 de individuos Braak II, carentes de Abeta y fosfo-tau 
soluble, genera un patrón muy similar al de la condición control, como cabría esperar. 
Además, los astrocitos WJE estimulados con formas fosforiladas de tau solubles (TAU) 
presentan un perfil de expresión general muy diferente al resto de condiciones.  
Al analizar para cada condición los genes característicos de los astrocitos, se observa un 
aumento de expresión de algunos genes típicos de una respuesta “PAN” (Fig.D2.4(B)). Sin 
embargo, no podemos asignar un fenotipo neurotóxico (A1) ni neuroprotector (A2) a las 
formas solubles de Abeta y/o fosfo-tau, al menos como respuesta aguda. Sería necesario 
estudiar el efecto a más largo plazo para discernir si estas proteínas son capaces de 
producir una polarización a los fenotipos A1 y A2 descritos por Liddelow y col. (2017).  
En el heatmap generado (Fig.D2.4(A)), la agrupación por similitud de estos genes (clustering) 
muestra 4 grupos claramente diferenciados: (a) genes cuya expresión disminuye 
principalmente tras el tratamiento con S1 de ThyTau (“TAU”) (429 genes), (b) genes cuya 
expresión disminuye principalmente tras el tratamiento con S1 de Braak V-VI (Abeta + tau 
solubles) (123 genes), (c) genes cuya expresión aumenta principalmente tras el tratamiento 
con S1 de ThyTau (“TAU”) (494 genes), y (d) genes cuya expresión aumenta tras el 
tratamiento con APP/PS1 (“ABETA”) y Braak V-VI, e incluso ThyTAU (248 genes). 
Posteriormente estudiamos mediante la herramienta GSEA los principales procesos 
biológicos (GO: gene ontology) controlados por los genes diferencialmente expresados en 
cada una de estas condiciones, con el fin de esclarecer las alteraciones metabólicas y/o 
funcionales de los astrocitos in vitro ante las distintas fracciones solubles.  
Empezamos analizando los procesos biológicos enriquecidos (up-regulados). Como se 
observa en las Fig.D2.5, D2.6 y D2.7, el tratamiento de los astrocitos con Abeta oligomérico 
soluble induce numerosos procesos biológicos relacionados con la activación de la respuesta 
inflamatoria y quimiotaxis celular, mientras que el tratamiento con fosfo-tau soluble (“TAU”) 
estimula los “procesos del sistema digestivo” (Fig.D2.6), y otros genes agrupados en el 
clúster “c”. Además, la vía de señalización mediada por quimioquinas también aumenta de 
manera no significativa, hecho que se refleja en el heatmap asociado (clúster “d”, Fig.D2.6). 
Por lo tanto, las formas solubles de Abeta y fosfo-tau parecen producir una distinta 








Fig.D2.5. Análisis, mediante GSEA, de procesos biológicos enriquecidos en los astrocitos WJE
estimulados con la fracción soluble S1 de ratones PS1/APP. Gráfica representativa de los procesos
biológicos (GO: gene ontology) que se encuentran enriquecidos en los astrocitos WJE tratados durante 5
horas con Abeta oligomérico soluble de la fracción S1 de PS1/APP, respecto a los astrocitos “control” (rojo),
y viceversa (azul). NES: factor de enriquecimiento normalizado. FDR q-val (un valor de p-value ajustado) =
0,05 (*), 0,01 (**), 0,0001 (****).
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Fig.D2.6. Análisis de procesos biológicos enriquecidos en los astrocitos WJE tratados con Abeta o fosfo-tau
solubles: procesos biológicos UP-regulados. (A) Representación gráfica de varios procesos biológicos enriquecidos
en los astrocitos WJE tratados con las fracciones solubles S1 de ratones APP/PS1 (“ABETA”) y de ratones ThyTAU
(“TAU”), respecto al control (sin tratamiento, “CTR”). Aunque esta última no presenta un valor significativo de FDR,
en el (B) Heatmap de los genes implicados en la vía de señalización mediada por quimioquinas, en la condición
“TAU” respecto al “CTR”, donde se observa que también se produce un aumento de la expresión de diversas
quimioquinas, en los astrocitos WJE tratados con fosfo-tau soluble. NES: factor de enriquecimiento normalizado;











































































Por otro lado, los astrocitos tratados con la fracción S1 de individuos Braak V-VI, tienen 
enriquecidos los procesos biológicos asociados a la quimiotaxis de células inmunes 
(Fig.D2.7), al igual que los tratados con Abeta soluble. Los heatmaps asociados reflejan, 
además, una inducción de diversas quimioquinas, que podrían participar en la respuesta 
inflamatoria. Por lo tanto, las fracciones S1 de individuos Braak V-VI también son capaces 
de producir una activación astroglial hacia una respuesta inmune, aunque se refleja en un 
menor número de procesos biológicos inducidos que la que producen directamente las 
fracciones de Abeta, probablemente debido a su menor contenido de esta proteína soluble.  
Por último, analizamos los procesos biológicos down-regulados en los astrocitos tratados 
con S1 de animales ThyTau y de individuos Braak V-VI, correspondientes a los genes de los 
clústers “a” y "b”, respectivamente (Fig.D2.8). En ambos casos, están disminuidos 
numerosos procesos biológicos implicados en funciones pro-supervivencia de los astrocitos, 
como desarrollo, diferenciación, proliferación y morfogénesis. Además, altos niveles de fosfo-
tau soluble (“TAU”) alteran numerosas funciones relacionadas con el correcto 
funcionamiento del ciclo celular, lo que podría provocar una reducción de su capacidad 
proliferativa. Por tanto, los astrocitos en presencia de formas fosforiladas de tau podrían 
sufrir una importante disfunción, que alteraría sus capacidades protectoras y pro-














































































Fig.D2.7. Análisis de procesos biológicos comunes que se encuentran enriquecidos en los astrocitos
WJE tratados con fracción S1 de APP/PS1 y de Braak V-VI: procesos biológicos UP-regulados. (A)
Representación gráfica de varios procesos biológicos enriquecidos en los astrocitos WJE tratados con las
fracciones solubles S1 de ratones APP/PS1 (“ABETA”) y de individuos Braak V-VI (“Braak V-VI”), respecto al
control (sin tratamiento, “CTR”). En ambos procesos biológicos están implicados los mismos genes, que se
muestran en el “heatmap” (B). NES: factor de enriquecimiento normalizado; FDR q-val: “false discovery rate”




disminución de varios procesos biológicos relacionados con el metabolismo celular 
(Fig.D2.5), aunque en menor medida.  
 
 
En resumen, todos estos cambios parecen indicar que los astrocitos sufren alteraciones 
significativas que podrían tener importantes implicaciones en la patología del Alzheimer, 
tanto por activación de una respuesta neuroinflamatoria, como por pérdida de funciones 
protectoras/beneficiosas sobre el SNC. Queda por esclarecer qué ocurre realmente en un 
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Fig.D2.8. Análisis, mediante GSEA, de procesos biológicos enriquecidos en los astrocitos WJE estimulados
con la fracción soluble S1 de ratones ThyTAU o de muestras postmortem de pacientes de Alzheimer.
Gráfica representativa de los procesos biológicos (GO: gene ontology) que se encuentran enriquecidos en los
astrocitos WJE tratados durante 3 horas con (A) la fracción S1 de ThyTAU (“TAU”) o con (B) la fracción soluble S1
de muestras “Braak V-VI”, respecto a los astrocitos “control” (rojo), y viceversa (azul). NES: factor de
enriquecimiento normalizado. “FDR q-val” (un valor de p-value ajustado) = 0,05 (*), 0,01 (**), 0,0001 (****).
#Procesos biológicos comunes en TAU y en Braak V-VI.
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sistema in vivo, cuál es el fenotipo real de los astrocitos tanto en modelos murinos de la 
enfermedad, como en pacientes de Alzheimer.  
2.3.1. Activación de una respuesta inflamatoria astroglial, en presencia de Abeta y/o fosfo-
tau solubles 
A continuación, con el fin de caracterizar la respuesta inflamatoria descrita anteriormente, 
realizamos ensayos de estimulación (3-4 horas) con las distintas fracciones solubles en 
diferentes líneas microgliales y en células astrogliales de la línea WJE. Tras el tratamiento y 
extracción de ARN, analizamos la expresión de diversos marcadores de respuesta clásica 
proinflamatoria (tipo M1): TNF, iNOS, IL1b e IL6.  
En primer lugar, analizamos la activación de la línea microglial BV2 tratada con la fracción 
S1 de ratones APP/PS1 de 6 y 18 meses de edad (Fig.D2.9(A)). Nuestros resultados 
muestran que el tratamiento con las fracciones S1 de animales de 18 meses produce un 
aumento significativo de los marcadores TNF, iNOS e IL1b mediado por Abeta oligomérico 
soluble. Sin embargo, el fosfo-tau que se acumula en las fracciones S1 de ratones ThyTAU a 
partir de 9 meses de edad, no produce aumento de TNF ni de ningún otro marcador de 
respuesta M1 en la línea microglial BV2. Tampoco lo hace en la linea N13, ni en la microglía 
primaria (Fig.D2.9(B)).  
Posteriormente, analizamos la respuesta de la línea astroglial WJE. Nuestros datos 
demuestran que las fracciones S1 de ratones APP/PS1 de 18 meses originan un aumento 
significativo de los marcadores TNF, iNOS e IL6 (Fig.D2.9(C)), indicativo de que los 
astrocitos se activan por Abeta oligomérico soluble de manera similar a la microglía. 
Además, las formas fosforiladas solubles de tau presentes en la fracción S1 de ratones 
ThyTAU de 12 meses produce una activación similar de los astrocitos con inducción de 
TNF, iNOS e IL6 (Fig.D2.9(D)). Podemos concluir, pues, que los astrocitos generan una 
respuesta pro-inflamatoria tóxica en respuesta a las formas solubles tanto de Abeta como de 
fosfo-tau. 
Por último, estudiamos el efecto de las fracciones S1 de humanos en estadios Braak II y V-
VI, sobre cultivos primarios tanto de microglía como de astrocitos. El tratamiento durante 3 
horas con las fracciones S1 de individuos Braak V-VI, aumenta significativamente los 
niveles de TNF, iNOS e IL6 en ambas líneas celulares, si se comparan con los obtenidos 
con las fracciones S1 de Braak II. (Fig.D2.10). Por tanto, podemos concluir que los 
astrocitos tratados con las fracciones S1 de cerebros de EA sufren una importante 
respuesta proinflamatoria que podría ser citotóxica para el resto de las células del 
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Fig.D2.9. Ensayos in vitro de estimulación de las distintas fracciones solubles S1 de ratones APP/PS1
y ThyTAU. Representaciones gráficas del nivel de expresión de varios marcadores de activación tanto de
microglía como de astrocitos: TNF, iNOS, IL1b e IL6, medidos mediante RT-PCR, en células tratadas durante
3 horas con las distintas fracciones solubles. (A) Microglía BV2 tratada con S1 de animales PS1/APP (n=2-3).
(B) Diferentes tipos de células microgliales (BV2, n=4-9; N13 y MP: microglía primaria, n=2-3) tratadas con S1
de animales ThyTAU. (C) Atrocitos WJE tratados con S1 de animales PS1/APP (n=4-5) y (D) de animales
ThyTAU (n=2-3). La estadística se analizó mediante t de student (A) y el test ANOVA (B): *p<0.05, **p<0.01.
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Fig.D2.10. Ensayos in vitro de estimulación de las distintas fracciones solubles S1 de muestras
humanas postmortem. Representaciones gráficas del nivel de expresión de varios marcadores de activación
tanto de microglía como de astrocitos: TNF, iNOS, IL1b e IL6, medidos mediante RT-PCR; en microglía
primaria (n=3) (A) o en astrocitos primarios (n=4) (B), tratados durante 3 horas con las fracciones solubles de
muestras Braak II y Braak V-VI. Esta última fracción soluble contiene tanto Abeta oligomérico como formas
fosforiladas de tau solubles, y produce una activación tanto de la microglía como de los astrocitos. La




2.4. Papel de los astrocitos en la supervivencia neuronal e integridad 
sináptica, en presencia de Abeta y/o fosfo-tau solubles 
Como hemos demostrado previamente, los astrocitos tratados con formas fosforiladas de tau 
solubles pueden perder su capacidad protectora tras la disminución de numerosos genes 
implicados en procesos de diferenciación, proliferación, desarrollo, morfogénesis y 
supervivencia. Por ello, nos planteamos estudiar el efecto de los astrocitos estimulados con 
formas solubles de Abeta y/o fosfo-tau, sobre su capacidad de proteger a las neuronas o de 
mantener la integridad sináptica.  
2.4.1. Efecto de los astrocitos sobre la supervivencia neuronal 
Para realizar este estudio hacemos primero una puesta a punto del sistema. En primer 
lugar, estudiamos el efecto directo del tratamiento durante 24 horas con distintas fracciones 
S1 sobre cultivos de neuronas primarias (Fig.D2.11). Visualizamos y cuantificamos las 
neuronas mediante técnicas inmunocitoquímicas, usando los anticuerpos MAP2 y NeuN (ver 
Apartado B3.2, de Materiales y Métodos). El tratamiento de neuronas con un medio sin 
suero (sin B27) produce su muerte, por lo que este suplemento resulta imprescindible para 
su supervivencia. Sin embargo, las neuronas tratadas con un medio sin suero previamente 
condicionado por astrocitos durante 12 h (“condición control”) sobreviven, seguramente 
porque los astrocitos liberan diversos factores capaces de proteger y sustentar a las 
neuronas de la misma manera que cuando son mantenidas con medio completo (con B27).  
Como se observa en la Fig.D2.11, el tratamiento de neuronas con S1 de animales APP/PS1 
de 18 meses (que contiene Abeta oligomérico soluble), de ThyTAU de 9 meses (con fosfo-tau 
soluble) o de enfermos en estadio Braak V-VI (con ambas formas solubles), reduce de 
manera importante su número. Además, la fracción S1 de individuos Braak II, carente de 
Abeta y fosfo-tau, también reduce el número de neuronas, pero de manera menos 
significativa que las anteriores, efecto probablemente debido a que se trata de un 
tratamiento agudo sobre el cutivo neuronal.  
A continuación, analizamos si los medios condicionados por astrocitos estimulados por las 
distintas fracciones S1 afectan a la toxicidad neuronal. Para ello, en primer lugar, tratamos 
los astrocitos primarios durante 12 horas con las fracciones S1 de ratones APP/PS1, 
ThyTAU y de muestras humanas Braak II y V-VI. Seguidamente, tratamos los cultivos de 
neuronas primarias durante 24 horas con los medios condicionados por astrocitos, y 
analizamos la supervivencia neuronal con los anticuerpos MAP2 y NeuN.  
Nuestros resultados muestran que los medios condicionados por astrocitos en presencia de 
las fracciones S1 de animales APP/PS1 y de humanos (Braak II y Braak V-VI) protegen 
totalmente a las neuronas, cuyo número no varía tras el tratamiento (FigD2.12). Sin 
embargo, el tratamiento con la fracción S1 de ratones ThyTAU reduce significativamente el 




de las neuronas (“neuropilo”) que han sobrevivido, que pasan de un área MAP2 positiva de 
5.2 ± 3 % a 2.2 ± 0.9 % (n=14-15).  
Teniendo en cuenta los resultados anteriores podemos concluir que, en las condiciones 
estudiadas, los astrocitos son capaces de proteger completamente a las neuronas in vitro 
frente a los estímulos tóxicos mediados por Abeta oligomérico soluble y por las fracciones S1 
de pacientes de Alzheimer (Braak V-VI), y sólo parcialmente frente a la fracción soluble S1 
de ratones ThyTAU. Sería necesario comprobar si los cambios transcriptómicos tras la 
activación astroglial se reflejan en el medio condicionado, además de si el tiempo de 
tratamiento es suficiente.  
 
Fig.D2.11. Efecto directo de las fracciones solubles S1 de muestras postmortem de pacientes o de
animales modelos de la EA, sobre neuronas primarias in vitro. (A) Imágenes representativas de las neuronas
primarias, marcadas mediante inmunocitoquímica con los anticuerpos MAP2 (rojo) y NeuN (verde), tratadas con
las distintas fracciones solubles S1, de muestras humanas (Braak II, n=15; y Braak V-VI, n=20) y de modelos
murinos de la enfermedad: APP/PS1 (n=19) y ThyTAU (n=18). (B) Cuantificación y representación gráfica del
número de neuronas MAP2+/NeuN+, comparado con el control (n=27). Barra de escala: 100 m. La estadística se
analizó mediante el test de Kruskal-Wallis (*p<0.05, ****p<0.0001).
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Fig.D2.12. Efecto de los medios condicionados por astrocitos, previamente tratados con las fracciones solubles
S1 de muestras postmortem de pacientes o de animales modelos de la EA, sobre neuronas primarias in vitro. (A)
Imágenes representativas de las neuronas primarias, marcadas mediante inmunocitoquímica con los anticuerpos MAP2
(rojo) y NeuN (verde), tratadas con los medios condicionados por astrocitos, tratados previamente con las distintas
fracciones solubles S1, de muestras humanas (Braak II y Braak V-VI) y de modelos murinos de la enfermedad: APP/PS1 y
ThyTAU. También se muestra la cuantificación y representación gráfica del número de neuronas MAP2+/NeuN+ (Control,
n=26; II, n=84; V-VI, n=29; PS1/APP, n=20; ThyTAU, n=28) (B), y del neuropilo, es decir, de las ramificaciones de dichas
neuronas (Control, n=14; II, n=15; V-VI, n=15; PS1/APP, n=9; ThyTAU, n=15) (C). Barra de escala: 100 m. La estadística
se analizó mediante el test de ANOVA (**p<0.01, ****p<0.0001).
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2.4.2. Efecto de los astrocitos sobre la integridad sináptica 
Como ya se ha mencionado anteriormente, en la EA se alteran todos los mecanismos 
implicados en el funcionamiento de las sinapsis (Dudai y Morris, 2013; Chen, 2018; Jeong, 
2017), probablemente debido a las formas solubles de Abeta oligomérico y/o fosfo-tau. Por 
ello, analizamos el papel de los astrocitos sobre el mantenimiento de las sinapsis en 
neuronas primarias en presencia de formas solubles de Abeta y/o fosfo-tau. Para abordar 
dicho estudio, realizamos los mismos tratamientos que en el apartado anterior (2.4.1) pero 
reduciendo el tiempo de tratamiento de las neuronas a 5 horas para evitar su muerte. 
Usamos los anticuerpos anti Sinaptofisina (rojo) y PSD95 (verde), proteínas pre y 
postsinápticas, respectivamente.  
En los controles de este ensayo identificamos las conexiones sinápticas a lo largo de las 
dendritas mediante la colocalización de la fluorescencia verde (PSD95) como la roja 
(sinaptofisina) (Fig D2.13) y las cuantificamos usando el plugin “SynapCountv1.2” (ver 
Materiales y Métodos, Apartado 19.2.2) (Fig.D2.15). Cuando las neuronas se tratan con un 
medio sin suero o sin B27, se produce una pérdida o descolocalización del marcaje 
sináptico, mientras que, si se tratan con un medio condicionado por astrocitos (sin suero ni 
B27), se revierte la alteración sináptica. Estos resultados indican que los astrocitos son 





Fig.D2.13. Controles del estudio
sináptico de neuronas primarias
tratadas con fracciones solubles
S1 y medios condicionados por
astrocitos. Imágenes
representativas de las neuronas
primarias, marcadas mediante
inmunocitoquímica con los
anticuerpos pre y post-sinápticos
Sinaptofisina (rojo) y PSD95 (verde),
respectivamente, en tres condiciones
controles: (a1) neuronas sin
tratamiento, (b1) neuronas con
medio sin B27 (S/S), y (c1) neuronas
con medio condicionado (MC.) por
astrocitos primarios (sin tratamiento:
“control”). a1’, b1’ y c1’ son
imágenes con mayores aumentos de
los recuadros en a1, b1 y c1,
































































Fig.D2.14. Estudio sináptico de neuronas primarias tratadas con fracciones solubles S1 y con medios condicionados
por astrocitos, previamente tratados con dichas fracciones solubles. Imágenes representativas de las neuronas
primarias, marcadas mediante inmunocitoquímica con los anticuerpos pre y post-sinápticos: Sinaptofisina (rojo) y PSD95
(verde), respectivamente. Los tratamientos de las neuronas fueron directamente con las fracciones solubles S1 (a1, b1, c1, d1,
e1) o con los medios condicionados por astrocitos, previamente tratados con dichas fracciones S1 (a2, b2, c2, d2, e2). Las
fracciones S1 proceden de (a) ratones WT, (b) APP/PS1 de 18 meses y (c) ThyTAU de 12 meses, y de muestras humanas (d)
Braak II y (e) Braak V-VI. a-e1’ y a-e2’ son imágenes con mayores aumentos de los recuadros en a-e1 y a-e2, respectivamente.




A continuación, analizamos el efecto directo e indirecto (en presencia de medios 
condicionados por astrocitos “control”), de las fracciones S1 procedentes de modelos 
murinos (WT de 6 meses, APP/PS1 de 18 meses y ThyTAU de 12 meses), y de individuos 
Braak II y Braak V-VI (Fig.D2.14). Nuestros resultados (Fig.D2.15) muestran que las 
sinapsis no se afectan tras el tratamiento directo o indirecto con S1 de ratones WT, sin 
patología. Tras los tratamientos directos con S1 de humanos (Braak II y V-VI) y de animales 
APP/PS1, aunque hay gran variabilidad de respuesta, se observa cierta afectación de las 
sinapsis que, en cualquier caso, se revierte al utilizar los mismos medios condicionados por 
astrocitos. Sin embargo, cuando tratamos con la fracción S1 de ratones ThyTAU de 12 
meses, se produce una disminución significativa del número de sinapsis, que no se revierte 
por la acción de los astrocitos. Es probable que las formas tóxicas fosforiladas de tau 
presentes en las fraciones S1 de ratones ThyTAU hagan que los astrocitos pierdan su 
capacidad para proteger las sinapsis. Estos resultados instan a realizar un análisis 
funcional más profundo para esclarecer el papel de los astrocitos en la patología sináptica 
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Fig.D2.15. Cuantificación del número de sinapsis en neuronas tratadas in vitro con fracciones solubles S1 o con
medios condicionados por astrocitos, previamente tratados con dichas fracciones solubles. Cuantificación y
representación gráfica del número de sinapsis (co-localizaciones PSD95+/SINAPTOFISINA+), en (A) neuronas tratadas
directamente con las fracciones solubles S1 (Control, n=16; S/S, n=10; II, n=14; V-VI, n=15; WT, n=11; PS1/APP, n=10;
ThyTAU, n=18) y en (B) neuronas tratadas con medios condicionados por astrocitos, previamente tratados con dichas
fracciones solubles (Control, n=16; S/S, n=10; II, n=21; V-VI, n=15; WT, n=16; PS1/APP, n=15; ThyTAU, n=14). Dichas
fracciones S1 proceden de ratones WT, APP/PS1 de 18 meses y ThyTAU de 12 meses, o de muestras humanas Braak II y
Braak V-VI. Como controles se ha usado el medio condicionado por astrocitos sin tratamiento (“Control”) y un medio sin





3. RESPUESTA ASTROGLIAL “IN VITRO”: FAGOCITOSIS DE DISTROFIAS 
NEURÍTICAS 
Una característica propia de la EA es la aparición temprana de una patología neurítica en 
las zonas próximas a las placas de Abeta, que parece ser el sustrato morfológico de la 
disfunción sináptica y neuronal en los estadios preclínicos (Masliah y col. 1991; Dickson y 
col. 1999; Bell y Hardingham, 2011; Torres y col. 2012; Sánchez-Varo y col. 2012). Nuestro 
grupo de investigación ha caracterizado las distrofias neuríticas asociadas a los depósitos 
amiloides en el hipocampo de ratones PS1M146/APP751SL, las cuales contienen APP, formas 
hiperfosforiladas de tau y vesículas de tipo autofágico-lisosomal (Sánchez‐Varo y col. 2012; 
Torres y col. 2012), igual que se ha descrito en humanos (Nixon, 2007; Nixon y Yang, 2011).  
 
A pesar de que los astrocitos reactivos están íntimamente asociados a las placas amiloides, 
no se conoce su relación con las distrofias neuríticas. Por ello, se estudió mediante análisis 
de imagen, la fagocitosis y procesamiento de las neuritas distróficas por los astrocitos de 
alrededor de las placas. Estos resultados, obtenidos por el grupo de la Dra. Antonia 
Gutierrez (Universidad de Málaga) muestran que, en el hipocampo de ratones APP/PS1, las 
neuritas distróficas aparecen envueltas por los procesos de los astrocitos y en contacto 
íntimo con su superficie o incluso detro de ellos (Fig.D3.1), lo que refleja que los astrocitos 
fagocitan las distrofias localizadas alrededor de las placas amiloides (Gomez-Arboledas y col. 
2017). Los análisis cuantitativos reflejan un aumento significativo tanto en el número de 
distrofias ingeridas por los procesos astrocíticos, como en las distrofias ingeridas por placa, 
a los 12 meses de edad respecto a los 6 meses. Se realizó, posteriormente, un análisis 
Fig.D3.1. Identificación estructural de los astrocitos reactivos asociados a placas, que envuelven y
fagocitan neuritas distróficas axonales en el hipocampo de ratones APP/PS1. (A) Imágenes confocales de
inmunofluorescencia doble GFAP/APP que muestra ejemplos representativos de astrocitos reactivos con sus
procesos claramente envolviendo distrofias axonales APP-positivas (a1-a1’’). Las reconstrucciones 3D
correspondientes, generadas mediante Imaris, revelan la extensa superficie de aposición entre los procesos
astrocíticos y las distrofias neuronales (a13D-a13D’’). (B) Imágenes confocales de inmunofluorescencia doble
GFAP/APP mostrando las distrofias APP-positivas (flechas) dentro de un astrocito reactivo en la cercanía de una
placa de Abeta (*). (C) Análisis cuantitativo del número de neuritas distróficas fagocitadas por los procesos
astrocíticos (c1) y en el número de distrofias fagocitadas por placa (c2), que demuestra que existe un aumento
significativo de ambos a los 12 meses de edad, respecto a 6 meses (n=19–21 placas/edad). La estadística se analizó
mediante el test de comparación Mann-Whitney U. Barras de escala: a1-a1’’ : 10 mm; b1-b1’’: 10 mm. (Gomez-
Arboledas y col. 2017).
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ultraestructural mediante microscopía electrónica de transmisión (MET) que muestra la 
existencia de neuritas distróficas dentro del citoplasma de astrocitos reactivos asociados a 
placas, así como numerosos filamentos intermedios y mitocondrias asociados a la 
membrana de los fagosomas (Fig.D3.2). Además, alrededor de las distrofias fagocitadas, las 
membranas de los astrocitos parecen interrumpidas o ausentes. Se observan también 
distrofias en un estado de degradación más avanzado. Estos resultados ilustran el proceso 
de fagocitosis de estructuras neuronales patológicas y su degradación, por parte de los 
astrocitos reactivos asociados a las placas amiloides. De manera similar, también se 
demostró la existencia de distrofias rodeadas de procesos astrocíticos e incluso dentro del 
citoplasma de astrocitos reactivos en muestras de pacientes Braak V-VI (Gomez-Arboledas y 
col. 2017).  
 
 
Fig.D3.2. Identificación estructural de las neuritas distróficas fagocitadas y degradadas por los
astrocitos reactivos asociados a placas, en el hipocampo de ratones APP/PS1. (A) Imágenes mediante
microscopía electrónica de transmisión (MET) que muestran las neuritas distróficas en el interior de los
astrocitos reactivos asociados a placas. Como se puede observar en la imagen ampliada a3, el citoplasma de
un astrocito fagocítico muestra muchos filamentos intermedios y algunas mitocondrias asociadas a la
distrofia fagocitada. Imágenes mediante MET de secciones hipocampales marcadas con EAAT2 (B) o AQP4 (C),
que muestran neuritas distróficas en diferentes estados de digestión. En algunos casos, la membrana de los
astrocitos alrededor de las distrofias fagocitadas parecen interrumpidas o ausentes (b1, b2), mientras que
otras distrofias parecen estar en un proceso de degradación más avanzado (c1, c2). a2, a3, b2 y c2 son vistas
ampliadas de a1, b1 y c1, respectivamente. El citoplasma de los astrocitos se encuentra coloreado de naranja
en las figuras a1, b1 y c1; las flechas negras indican mitocondrias (a3) y las flechas blancas indican lisosomas
(b2). N, núcleo del astrocito (a1). *, placa de Abeta (a1). Las distrofias fagocitadas por los astrocitos contienen
típicamente numerosas vacuolas autofágicas. Barras de escala: a1: 5mm; a2-a3: 0,5mm; b1 y d1: 2 m; b2 y
















Sin embargo, la proporción de neuritas distróficas ingeridas por los astrocitos es muy baja 
(aprox. 7%), lo que, junto con la acumulación de distrofias neuríticas que existe con el 
progreso de la patología, sugiere que la eficiencia de la fagocitosis de los astrocitos podría 
estar alterada o limitada. Por ello, planteamos comprobar si la actividad fagocítica de los 
astrocitos reactivos se altera por la presencia de terminales presinápticas aberrantes. Para 
abordar dicho estudio, procedemos en primer lugar al aislamiento bioquímico de 
estructuras pre- y postsinápticas, o “neurosinaptosomas” (NS) (Evans, 2015), útiles como 
modelo in vitro de distrofias neuronales.  
3.1. Aislamiento y caracterización de neurosinaptosomas (NS) 
En primer lugar, obtenemos “neurosinaptosomas" (NS) de la corteza cerebral de ratones 
adultos WT, APP y TAU P301S (Apartado 8.1 de Materiales y Métodos). Seguidamente, 
caracterizamos mediante western blot las proteínas sinaptofisina y PSD95, para 
asegurarnos que hemos aislado terminales pre y post-sinápticas, respectivamente. Como se 
observa en la Fig.D3.3, en todas las muestras aisladas coexisten ambas proteínas. También 
comprobamos que los neurosinaptosomas obtenidos de animales APP de 12 meses 
contienen Abeta, mientras que los procedentes de animales P301S de 12 meses contienen 
diferentes formas fosforiladas de la proteína tau, reconocidos por los anticuerpos AT8, 
AT100 y AT180, y que están ausentes en los neurosinaptosomas de animales P301S de 2 
meses y WT.  
 
Fig.D3.3. Caracterización de los neurosinaptosomas aislados de ratones WT, APP y TAU P301S,
mediante western blot. Determinación de marcadores pre y postsinápticos, utilizando los anticuerpos
PSD95 y sinaptofisina, respectivamente (A); de Abeta (6E10+82E1) (B), o de tau fosforilado (AT8, AT100,
AT180) y total (TAU46, TAU12) (C), en los neurosinaptosomas aislados de la corteza cerebral de ratones
WT, APP y TAU P301S. En el caso de los NS de WT y APP, la edad de los ratones utilizados es de
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Además, mediante microscopía electrónica de transmisión (ver Apartado 18, de Materiales y 
Métodos) visualizamos las terminales sinápticas que constituyen dichos neurosinaptosomas. 
Comprobamos, así, que los neurosinaptosomas de ratones APP presentan terminales 
sinápticas aberrantes, con un contenido heterogéneo de vacuolas autofágicas (Fig.D3.4), 
similares a las descritas previamente en el hipocampo de ratones APP/PS1 (Fig.D3.2).  
 
 
Por tanto, el aislamiento de neurosinaptosomas de la corteza cerebral de ratón proporciona 
un buen modelo de terminales sinápticas y distrofias neuronales, útiles para los posteriores 
estudios in vitro.  
3.2. Cinéticas de fagocitosis y procesamiento de neurosinaptosomas por los 
astrocitos in vitro 
Para realizar dichos estudios, procedemos a cargar los neurosinaptosomas (NS) con TAMRA 
o a marcarlos con pHRodo; ambas son moléculas fluorescentes útiles para ensayos in vitro 
de fagocitosis y degradación, respectivamente (ver Apartado 8, de Materiales y Métodos). 
Posteriormente, analizamos estos procesos mediante citometría de flujo, western blot, 
microscopía electrónica y microscopía confocal.  
3.2.1. Captación/fagocitosis de neurosinaptosomas por astrocitos 
Tras tratar los astrocitos primarios con NS cargados con TAMRA, analizamos a distintos 
tiempos por citometría de flujo el porcentaje de células TAMRA positivas, que corresponden 
a los astrocitos que han captado dichos neurosinaptosomas.  
En la Fig.D3.5(A) se representa la cinética de fagocitosis de los NS por astrocitos primarios. 
Nuestros resultados revelan que, mientras dichas células captan NS de ratones WT y TAU 
P301S con alta eficiencia y con un tiempo medio de 78.8 ± 48.4 min (n=8) y 54.1 ± 43 min 
(n=6) respectivamente, la fagocitosis de NS de ratones APP es claramente más lenta, siendo 
su tiempo medio de 407.3 ± 75 min (n=3, p<0.05) (Fig.D3.5(B)).  
Fig.D3.4. Identificación de los neurosinaptosomas aislados de la corteza cerebral de ratones WT y APP,
a edades avanzadas, mediante microscopía electrónica de transmisión. Se observan terminales
sinápticas funcionales en los NS de ratones WT (a1), mientras que hay terminales sinápticas aberrantes (b1) y
acumulación de vacuolas autofágicas (b2), en los NS de ratones APP. Las flechas en a1 y b1 indican la
hendidura sináptica. pre, terminal presináptica; post, terminal postsináptica. Barras de escala: 0.2 um.













3.2.2. Degradación/procesamiento de neurosinaptosomas por astrocitos 
Una vez establecida la capacidad fagocítica de los astrocitos, procedemos a estudiar su 
capacidad de procesar y degradar los NS fagocitados. Para ello, tratamos los astrocitos 
primarios con los NS marcados con pHRodo durante 6 horas, cambiamos el medio, y 
analizamos la degradación de los sinaptosomas fagocitados a distintos tiempos (0, 12, 24, 




Fig. D3.5. Estudio por citometría de flujo de la fagocitosis de neurosinaptosomas por astrocitos
primarios. (A) Cuantificación de células TAMRA positivas, que corresponde a los astrocitos que han ingerido
los NS cargados con dicho marcador fluorescente, a distintos tiempos. (B) Representación del tiempo medio de
fagocitosis por cada grupo de neurosinaptosomas. Los NS se aislaron de ratones WT (n=8), APP (n=3) y TAU
P301S (n=6). La estadística se analizó mediante el test ANOVA, seguido de un test de Tukey (****p<0.0001).
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Fig.D3.6. Estudio por citometría de flujo de la degradación de neurosinaptosomas por astrocitos
primarios. (A) Cuantificación de las células pHRodo positivas, que corresponden a los astrocitos que están
procesando los NS fagocitados previamente. La disminución de la fluorescencia del pHRodo refleja el
procesamiento y degradación de dichas estructuras. (B) Tiempo medio de degradación de neurosinaptosomas.
Los astrocitos tardan más tiempo en procesar los NS con Abeta (de ratones APP, n=4), que los de ratones WT





La cinética de degradación de los neurosinaptosomas fagocitados, la obtenemos tras 
cuantificar por citometría de flujo la pérdida de señal pHRodo tras incorporarse al lisosoma 
(Fig.D3.6(A)). Nuestros resultados muestran que los astrocitos son capaces de degradar los 
NS de ratones WT y TAU P301S con alta eficiencia, al igual que ocurría con la fagocitosis 
(TAMRA), siendo los tiempos medios de degradación de 25.5 ± 13 h y 24 ± 4 h (n=7-4), 
respectivamente. Sin embargo, la degradación de los NS ricos en Abeta (APP) requiere un 
tiempo significativamente superior, 78.3 ± 20.6 h (n=4, p<0.05) (Fig.D3.6(B)). Por lo tanto, 
los astrocitos, además de tener menor eficiencia de fagocitosis de NS con Abeta, también 





Fig.D3.7. Caracterización de la degradación de los NS de ratones TAU P301S, por parte de astrocitos
primarios, mediante western blot. (A) Determinación de los marcadores pre y postsinápticos, mediante los
anticuerpos sinaptofisina y PSD95, respectivamente; y del tau total, mediante el anticuerpo TAU12, de los
astrocitos tratados con NS de ratones TAU P301S. (B) Cuantificación del tau total (TAU12), en el que se observa la
disminución de éste a lo largo del tiempo, con la misma eficiencia en los NS de TAU P301S de 2 y 12meses.
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Fig.D3.8. Caracterización de la degradación de los NS de ratones APP y WT, por parte de astrocitos
primarios, mediante western blot. (A) Determinación de los marcadores pre y postsinápticos, mediante
los anticuerpos PSD95 y sinaptofisina, respectivamente; y del Abeta monomérico, mediante los anticuerpos
6E10 y 82E1, de los astrocitos tratados con NS de ratones APP frente a los de ratones WT (12meses). (B)
Cuantificación de la acumulación de Abeta monomérico a lo largo del tiempo.
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Posteriormente, analizamos mediante western blot el contenido de neurosinaptosomas, 
Abeta y fosfo-tau en los astrocitos tras su fagocitosis (Fig.D3.7 y D3.8). Para ello, utilizamos 
NS de animales WT y APP de 12 meses y de animales P301S de 2 y 12 meses. Nuestros 
resultados en el modelo tau indican que la cinética de degradación de NS (cuantificada por 
los marcadores sinaptofisina y PSD95) no se afecta con la edad (Fig.D3.9), siendo los 
tiempos medios de degradación de 27 ± 6.8 h para NS de TAU P301S de 2 meses (n=4) y de 
20.6 ± 5 h para los de 12 meses (n=4).  
 
 
Sin embargo, y de acuerdo con los resultados obtenidos previamente mediante citometría de 
flujo, la degradación de NS de APP de 12 meses es más lenta que la de WT y P301S de la 
misma edad (Fig.D3.9). Los tiempos medios de degradación obtenidos son similares a los 
calculados previamente: 25.8 ± 11.1 h (n=3) y 68.6 ± 19.6 h (n=5-7), para los NS de WT y de 
APP, respectivamente. Como consecuencia del enlentecimiento en el procesamiento de los 
NS procedentes de animales APP, el Abeta se acumula en los astrocitos durante casi 80 
horas después de la fagocitosis de los NS que lo contienen (Fig.D3.8(B)).  
Para tratar de esclarecer por qué los astrocitos tienen dificultad en procesar NS con Abeta, 
tratamos un cultivo de astrocitos primarios directamente con formas monoméricas u 
Fig.D3.9. Cuantificación de la degradación de neurosinaptosomas por parte de astrocitos primarios,
mediante western blot. (A) Cuantificación y representación gráfica de la cinética de degradación de NS por los
astrocitos primarios in vitro, mediante western blot de los marcadores pre y postsinápticos, PSD95 y sinaptofisina,
respectivamente (WT, n=5-7; APP, n=3; TAU, n=4). (B) Representación gráfica del tiempo medio de degradación de cada
uno de los NS, obtenido mediante las cinéticas anteriores. La estadística se analizó mediante el test ANOVA, seguido de
un test de Tukey (**p<0.01; ***p<0.001).
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oligoméricas de Abeta42 durante 6 horas, y caracterizamos su procesamiento mediante 
western blot con los anticuerpos 6E10 y 82E1. Nuestros resultados reflejan que los 
astrocitos degradan completamente el Abeta monomérico 24 horas después de su 
fagocitosis, pero no son tan eficientes procesando Abeta oligomérico que se acumula 
durante tiempos más largos (Fig.D3.10). Por lo tanto, el procesamiento de Abeta oligomérico 
fagocitado por los astrocitoses poco eficiente, lo que podría ser la causa del retraso en el 
procesamiento de los NS de animales APP.  
 
 
3.2.3. Caracterización estructural de los astrocitos tras fagocitar neurosinaptosomas  
Tras estudiar la fagocitosis y degradación de NS por los astrocitos mediante abordajes 
bioquímicos, pasamos a realizar un análisis estructural de ambos procesos. Las imágenes 
de MET (Fig.D3.11) muestran a los astrocitos sin tratamiento con un aspecto 
ultraestructural normal y sin inclusiones citoplasmáticas de carácter autofágico o fagocítico. 
Los astrocitos que fagocitan NS WT presentan en su interior algunas inclusiones 
citoplasmáticas electrodensas, compatibles con la acumulación de lisosomas en respuesta a 
un proceso fagocítico, encargadas de procesar y degradar las estructuras ingeridas. Por otra 
parte, los astrocitos que fagocitan NS de animales APP tienen en su citoplasma numerosas 
estructuras de carácter aparentemente patológico en las que se distinguen cuerpos 
vesiculares, estructuras multilamelares y estructuras multimembrana altamente 
electrodensas, lo que demuestra la naturaleza distrófica de los neurosinaptosomas de APP.  
Tras realizar un inmunomarcaje-oro (Apartado B.18.5, de Materiales y Métodos) los estudios 
de microscopía electrónica (Fig.D3.12) revelan la presencia de Abeta42 en el interior de 
multitud de estructuras vesiculares, probablemente endosomas, junto a algunos lisosomas, 
lo que podría reflejar la formación de autofagosomas. Además, podemos observar 
estructuras ricas en Abeta rodeadas por algún tipo de membrana que parecen ilustrar el 
proceso endocítico de entrada al astrocito (Fig.D3.12(D)).  
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Además, realizamos un inmunomarcaje-oro con AT8 en los astrocitos que han fagocitado 
neurosinaptosomas de ratones TAU P301S, y comprobamos la presencia de fosfo-tau en el 
interior de estructuras vesiculares, seguramente endosomas, localizadas en el citoplasma de 
estos astrocitos (Fig.D3.12(E)). Sin embargo, dicho fosfo-tau parece estar en menor 
cantidad y en un estado más degradado que el Abeta, lo que refleja la mayor eficiencia de 
los astrocitos para degradar dichas formas de tau en comparación con la dificultad que 




Por último, analizamos mediante inmunofluorescencia triple y microscopía confocal las 
formas fagocitadas por los astrocitos in vitro (Fig.D3.13). En los astrocitos tratados con NS 
sin patología (WT), existen estructuras inmunopositivas para sinaptofisina en su citoplasma, 
lo que ilustra la fagocitosis astroglial de los neurosinaptosomas. Además, dichas estructuras 
se observan también en el interior de autofagosomas, ya que colocalizan con el marador 
LC3B, lo que refleja el procesamiento de los NS ingeridos. Por otro lado los astrocitos 
tratados con NS de ratones APP y de ratones TAU P301S, contienen en su citoplasma 
marcaje inmunopositivo para Abeta42 y AT8, respectivamente, lo que demuestra que los 
astrocitos fagocitan NS, independientemente de su contenido. La diferencia radica en la 
localización intracelular de ambas proteínas, de manera que fosfo-tau (AT8) se localiza en 
autofagosomas (LC3B positivos), encargados de degradar los NS fagocitados de manera 
eficiente. Sin embargo, el Abeta, no se encuentra mayoritariamente en estructuras 
autofágicas, lo que refleja la dificultad de los astrocitos para procesar y degradar NS que 
contienen Abeta, y la acumulación anómala de dicho péptido en los astrocitos.  
Fig.D3.11. Caracterización estructural de los astrocitos primarios tras fagocitar neurosinaptosomas de
ratones WT o APP. Microscopía electrónica de transmisión de astrocitos primarios control (sin
neurosinaptosomas) (A y detalle en a1), y de astrocitos tratados con neurosinaptosomas (NS) de animales WT (B
y detalle en b1) o de animales APP (C y detalle en c1). Las células que no recibieron tratamiento presentan un
aspecto ultraesctructural normal (A y detalle en a1). Flechas negras: inclusiones citoplasmáticas de aspecto
fagocítico; Flechas rojas: estructuras multilaminares; Flechas azules: cuerpos multivesiculares; Flechas verdes:
estructuras multimembrana altamente electrodensas. Barras de escala: A, B y C: 5 μm; a1-a2, a1 y a1: 2 μm.



















Fig.D3.12. Caracterización estructural de los astrocitos primarios tras fagocitar neurosinaptosomas de
ratones APP o TAU, con inmunomarcaje-oro para Abeta42 o AT8, respectivamente. Microscopía electrónica de
transmisión de astrocitos primarios tratados con neurosinaptosomas (NS) de animales APP (A-D) o TAU P301S (E),
inmunomarcados con Abeta42 o AT8, respectivamente. Flechas blancas: estructuras electrodensas y vesiculares,
junto a lisosomas, con Abeta; Flecha naranja: estructuras multilaminares con Abeta; Flechas negras: estructuras
ricas en Abeta en un proceso de entrada al astrocito; Flechas azules: estructuras vesiculares con fosfo-tau (AT8). b1,
c1 y e1 son imágenes aumentadas de A, B y E, respectivamente. Barras de escala: A, D y e1: 1m, B: 0,5m, C y E:






























Por último, cabe señalar que en los estudios de inmunofluorescencia triple también hemos 
observado algunas células de pequeño tamaño GFAP negativas con numerosas vesículas 
autofágicas LC3B positivas, e incluso Abeta (Fig.D3.13(b4,c4)). Dichas células, por su 
tamaño y morfología aparente, podrían ser células microgliales que quedan en el cultivo de 
astrocitos, y que, como demostramos más adelante, también son capaces de ingerir NS 
(Fig.D3.15(B)). 
Fig.D3.13. Imágenes de inmunocitoquímica triple con microscopía confocal, de astrocitos primarios que
han fagocitado neurosinaptosomas de animales WT, APP y TAU P301S. Inmunocitoquímica para los
marcadores GFAP (azul), LC3B (rojo), y Sinaptofisina (Syn, verde; a1-4), Abeta42 (verde; b1-4 y c1-4) o AT8 (verde;
d1-4 y e1-4. Astrocitos primarios que han fagocitado NS sin patología, de ratones WT (a1-4), NS con Abeta, de
ratones APP (b1-4, c1-4), o NS con fosfo-tau (AT8), de ratones TAU P301S (d1-4, e1-4). a4’-a4’’, b4’ y c4’ son
imágenes aumentadas del recuadro señalado en las imágemes a4, b4 y c4, respectivamente. Las flechas en b4 y c4
señalan células GFAP negativas, con acumulación de vesículas autofágicas LC3B positivas y de Abeta en su
interior. Barras de escala: a1-4: 50 μm, b1-4: 50 μm, c1-4: 50 μm, d1-4: 50 μm, e1-4: 10 μm, a4’-a4’’: 10 μm, b4’:
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Podemos pues concluir, que la fagocitosis de NS con Abeta oligomérico, además de ser más 
lenta que la fagocitosis de NS sin patología o con fosfo-tau, parece producir una alteración 
en la vía autofágica/lisosomal de los astrocitos que, en última instancia, podría explicar la 
reducción en el aclaramiento de distrofias neuríticas alrededor de los depósitos amiloides.  
3.2.4. El Abeta soluble es el responsable del retraso en la cinética de fagocitosis de los 
neurosinaptosomas de animales APP 
A continuación, nos planteamos comprobar si la alteración en la cinética de fagocitosis de 
NS de ratones APP estaba mediado por el Abeta acumulado en su interior. Para ello, 
realizamos un pretratamiento agudo de los astrocitos con la fracción S1 de ratones APP/PS1 
(con Abeta oligomérico, Fig.D2.1) y, posteriormente, los tratamos con NS sin patología (WT) 
cargados con TAMRA. Los análisis de citometria de flujo revelan que los astrocitos pre-
estimulados con Abeta soluble tienen el mismo retraso en la fagocitosis de NS WT que el que 
se producía en los NS provenientes de ratones APP (Fig.D3.14). Por tanto, podemos concluir 
que el Abeta produce un cambio específico en los astrocitos que altera su función fagocítica 
y que podría estar perturbando el aclaramiento de las distrofias neuronales localizadas 
alrededor de las placas amiloides.  
 
 
3.2.5. El retraso en la cinética de fagocitosis de neurosinaptosomas con Abeta es específico 
de astrocitos  
Para comprobar si el Abeta dificulta la fagocitosis de NS en otros tipos celulares, realizamos 
experimentos similares en la línea astroglial WJE y en microglía primaria (Fig.D3.15). En la 
línea WJE se produce el mismo retraso en la captación de NS con Abeta que en los cultivos 
primarios de astrocitos. Sin embargo, la microglía primaria es capaz de fagocitar 
neurosinaptosomas de manera altamente eficiente, independientemente de la presencia de 
Abeta o fosfo-tau. Por tanto, podemos concluir que el retraso en la cinética de fagocitosis de 
estructuras sinápticas que contienen Abeta es una alteración que ocurre específicamente en 
células astrogliales.  
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3.3. Los neurosinaptosomas no son tóxicos para los astrocitos primarios 
Para descartar que la alteración en la fagocitosis de NS con Abeta se deba a una 
disminución del número de astrocitos, estudiamos el posible efecto tóxico de los 
neurosinaptosomas sobre estas células. En la Fig.D3.16 se demuestra que ninguno de los 
neurosinaptosomas utilizados produce la muerte de astrocitos, por lo que la disminución de 
la fagocitosis y procesamiento de NS con Abeta depende de los propios astrocitos, y no de un 
efecto tóxico sobre los mismos.  
 
Fig.D3.15. Cinética de fagocitosis de neurosinaptosomas en la línea WJE y en microglía
primaria. Cuantificación, mediante citometría de flujo, de células TAMRA positivas de la línea WJE
(n=5) (A) o microgliales primarias (WT y APP, n=4; TAU, n=2) (B), respecto al tiempo.
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Fig.D3.16. Ensayo de toxicidad de neurosinaptosomas en astrocitos primarios in vitro. (A) Imágenes
representativas del análisis por citometría de flujo de células viables (azul; AnexinaV+/IP+), apoptóticas (rojo),
en apoptosis temprana (AnexinaV+/IP-) y en apoptosis tardía (AnexinaV+/IPr+); y células en necrosis (naranja;
AnexinaV-/IPr+). (B) Cuantificación y representación gráfica del porcentaje de astrocitos viables, apoptóticos y
necróticos, tras el tratamiento con neurosinaptosomas sin patología (WT), con Abeta (APP) o con fosfo-tau
(TAU). Como control positivo usamos un tratamiendo con estaurosporina, inductor de la apoptosis. Se
observa que ninguno de los neurosinaptosomas es tóxico para la población astroglial. La significancia se
analiza mediante el test ANOVA, seguido del test de Tukey (****p<0.0001; n=3/condición).
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3.4. Caracterización de la respuesta de los astrocitos tratados con 
neurosinaptosomas 
Para ello, estimulamos los astrocitos primarios con los distintos NS durante 6 horas, y 
analizamos mediante RT-PCR la expresión de marcadores característicos de la respuesta 
proinflamatoria (IL6, CCL2 e iNOS) (ver Apartado 6 de Materiales y Métodos). Nuestros 
resultados muestran que los neurosinaptosomas de animales WT y TAU P301S producen 
una marcada activación astrocitaria, que es menor en el caso de los neurosinaptosomas con 
Abeta (APP), sólo ligeramente superior al control (sin estimular) (Fig.D3.17). Estos datos 
parecen indicar que el Abeta presente en los neurosinaptosomas de APP produce una 
alteración fenotípica en los astrocitos diferente a la activación clásica, pero que influye en su 
capacidad de fagocitosis y degradación. Sería necesaria una caracterización más exhaustiva 
de estos astrocitos para poder comprender el fenotipo que adquieren y las posibles causas 




Fig.D3.17. Caracterización transcriptómica de la activación de astrocitos primarios tratados con los
diferentes neurosinaptosomas in vitro. Representación gráfica de la expresión, medida por RT-PCR, de
diferentes marcadores de activación de los astrocitos primarios tratados con neurosinaptosomas de ratones WT
(n=6), APP (n=3) o TAU(n=3), respecto al control (sin tratamiento, n=8): (A) IL6, (B) CCL2 e (C) iNOS. La
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3.5. Efecto funcional de la respuesta de los astrocitos ante los diferentes 
neurosinaptosomas, sobre la activación microglial y/o la toxicidad 
neuronal  
Seguidamente, realizamos ensayos funcionales tratando cultivos de microglía o de neuronas 
primarias con NS directamente y con medios condicionados por astrocitos previamente 
tratados con NS. Para obtener estos medios condicionados, tratamos los astrocitos 
primarios con los diferentes NS durante 24 horas. Los medios condicionados se centrifugan 
(14000xg) para eliminar los NS no fagocitados y se utilizan para los ensayos de toxicidad 
neuronal y de activación microglial.  
En primer lugar, tratamos cultivos de neuronas primarias in vitro durante 48 horas y 
estudiamos la supervivencia neuronal mediante inmunocitoquímica con los anticuerpos 
MAP2 y NeuN (ver Apartado 19 y 19.2.1, de Materiales y Métodos). Nuestros resultados 
muestran que, únicamente el tratamiento con los NS que contienen Abeta (APP) produce 
muerte neuronal, reduciendo aproximadamente a la mitad el número de neuronas in vitro 
(Fig.D3.18). Sin embargo, este efecto no se observa al usar los medios condicionados por 
astrocitos tratados con dichos NS, lo que parece reflejar que los astrocitos, a pesar de 
acumular en su interior distrofias ricas en Abeta (por no procesarlas adecuadamente), 
podrían seguir ejerciendo un efecto neuroprotector y evitar el efecto tóxico de dichas 
estructuras sobre las neuronas. Las distrofias procedentes de ratones WT o TAU no son 
neurotóxicas, ni cuando se aplican sobre las neuronas de manera directa ni indirecta a 
través de los astrocitos.  
Pasamos, a continuación, a estudiar la posible activación microglial por parte de los NS. 
Cuando tratamos la microglía primaria in vitro durante 3h con NS de animales WT o TAU 
P301S (con fosfo-tau) no se produce activación alguna. Sin embargo, tras el tratamiento con 
NS de animales APP (con Abeta) se produce activación microglial que se manifiesta por un 
aumento de expresión de TNF, iNOS e IL1b (Fig.D3.19). Si usamos los medios 
condicionados por astrocitos previamente tratados con neurosinaptosomas de APP no se 
manifiesta la misma activación microglial aguda. Además, en ninguno de los casos se 
modifica la expresión de los marcadores microgliales CD45 y CLEC7A, probablemente 
debido a que la inducción de estos genes específicos de activación microglial necesite 
tratamientos superiores a 3 horas. Por ello, sería interesante realizar un tratamiento crónico 
tanto con NS como con medios condicionados por astrocitos.  
En definitiva, el procesamiento de las distrofias neuronales de ratones APP y del Abeta 
presente en ellas por parte de los astrocitos, podría resultar en una disminución del efecto 
neurotóxico y neuroinflamatorio producido por estas estructuras presentes en el cerebro de 








Fig.D3.18. Ensayo de toxicidad de neuronas primarias con neurosinaptosomas de ratones WT, APP
y TAU, y con el medio condicionado por astrocitos, previamente tratados con dichos
neurosinaptosomas. (A) Imágenes representativas de las neuronas primarias, marcadas mediante
inmunocitoquímica con los anticuerpos MAP2 (rojo) y NeuN (verde), tratadas con los distintos
neurosinaptosomas (NS) de ratones WT, APP y TAU P301S (b1, b2 y b3, respectivamente); y con medios
condicionados por astrocitos (MC) previamente tratados con dichos neurosinaptosomas (c1, c2, c3). Como
control se han utilizado el tratamiento con medio condicionado por astrocitos sin tratamiento (a1), el
tratamiento con el tampón en el que se encuentran los neurosinaptosomas (a2), y un control de muerte
neuronal, en el que se han tratado las neuronas primarias con un medio sin suero (sin B27) (a3). (B)
Cuantificación y representación gráfica del número de neuronas MAP2+/NeuN+. La significancia se analizó
mediante el test ANOVA, seguido del test de Tukey (****p<0.0001; n=13-15). Barra de escala: 100 m.
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Fig.D3.19. Ensayo de estimulación de microglía primaria con neurosinaptosomas de ratones WT,
APP y TAU, y con el medio condicionado por astrocitos, previamente tratados con dichos
neurosinaptosomas. Representación gráfica del nivel de expresión, medido mediante RT-PCR, de
diferentes marcadores de activación de la microglía, que ha sido tratada con NS de ratones WT, APP o TAU,
y con medios condicionados por astrocitos previamente tratados con dichos NS, respecto al control negativo
(sin tratamiento): (A) TNF, (B) iNOS, (C) IL1b, (D) CD45 y (E) CLEC7A. La significancia se analizó mediante
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4. CARACTERIZACIÓN DE LOS ASTROCITOS “IN VIVO” 
 
Como ya hemos demostrado previamente, los astrocitos no presentan signos de 
degeneración en los pacientes de Alzheimer, sino un fenotipo reactivo caracterizado por el 
aumento en la expresión de proteínas como GFAP y Vimentina. La función de los astrocitos 
reactivos es, a día de hoy, desconocida y todavía no se sabe cómo contribuyen a la patología. 
Por ello, en este bloque de resultados, abordamos la caracterización y análisis del perfil 
transcriptómico de astrocitos aislados de modelos murinos y de muestras postmortem de 
pacientes de Alzheimer.  
4.1. Caracterización transcriptómica de los astrocitos en distintos modelos de 
la EA 
En este apartado caracterizamos, en ratones jóvenes y adultos, el perfil transcriptómico de 
los astrocitos en distintos modelos murinos: sin patología (WT), con placas de Abeta (APP) y 
con formas fosforiladas de tau (TAU P301S). Para ello, en primer lugar, pusimos a punto un 
método de aislamiento específico de astrocitos y, posteriormente, analizamos su perfil 
transcriptómico mediante arrays de hibridación.  
4.1.1. Aislamiento de los astrocitos de la corteza cerebral e hipocampo de distintos modelos 
murinos de la EA 
En primer lugar, realizamos un aislamiento selectivo de las células astrogliales, a partir de 
la corteza e hipocampo de ratón, mediante FACS (Fluorescence-activated Cell Sorting) (ver 
Apartado 4, de Materiales y Métodos), utilizando anticuerpos específicos unidos a diferentes 
fluoróforos. Elegimos los anticuerpos CD45 y CD11b para marcar específicamente las 
células microgliales, y el anticuerpo ACSA2, para el marcaje y aislamiento de los astrocitos 
(Fieldmann y col. 2014; Holt y Olsen, 2016; Kantzer y col. 2017).  
Mediante citometría de flujo, seleccionamos primero la “población P1” y descartamos los 
debris, restos celulares y de mielina (eventos en gris, Fig.D4.1(A)). Posteriormente, a partir 
de la población P1, seleccionamos las poblaciones celulares individuales (población P2) 
correspondientes a los eventos que representan la linealidad en la gráfica FSC-H/FSC-A. 
(Fig.D4.1(B)). Tras este procedimiento, marcamos con CD45 y CD11b, lo que nos permite 
diferenciar dos poblaciones claramente definidas (Fig.D4.1(C)): CD45high/CD11bhigh, 
correspondiente a las células microgliales (“MICRO”), y CD45-/CD11b-, donde se encuentran 
el resto de células. Por último, marcamos con ACSA2 las células CD45-/CD11b- y las 
separamos según tengan alto marcaje (“HIGH”), intermedio (“MED”) o ausente (“NEG”) 
(Fig.D4.1(D)). Comprobamos, mediante RT-PCR, que la población CD45high/CD11bhigh es la 
única que expresa marcadores típicos de microglía y la CD45-/CD11b-/ACSA2high la única 
que expresa marcadores específicos de astrocitos (Fig.D4.1(E)). Las poblaciones CD45-




astrogliales, por lo que podrían ser otros tipos de células del SNC como neuronas, 
oligodendrocitos, etc.  
Por tanto, mediante este protocolo, somos capaces de aislar de manera específica y eficaz la 
población de astrocitos (CD45-/CD11b-/ACSA2high) de la corteza e hipocampo de diferentes 
modelos murinos. Obtenemos astrocitos de edades tempranas (3 meses), adultas (12 meses, 
ratones WT) y posteriores a la aparición de la patología (12 meses en el modelo APP con 
patología Abeta y 9 meses en el modelo P301S con patología fosfo tau). Utilizamos 3-4 
ratones para cada condición, de los que extraemos el ARN y realizamos su posterior análisis 




4.1.2. Análisis transcriptómico de los astrocitos aislados de distintos modelos murinos de 
la EA 
En primer lugar, tras caracterizar los genes expresados por los astrocitos de ratones jóvenes 
(3 meses) de los distintos modelos analizados, comprobamos mediante herramientas 
bioinformáticas, que no existen diferencias estadísticamente significativas entre ellos 
(Fig.D4.2(A)), por lo que decidimos utilizarlos todos juntos como condición control 
(“jóvenes”). Seguidamente obtuvimos el heatmap que representa los genes diferencialmente 
Fig.D4.1. Aislamiento específico de los astrocitos de la corteza cerebral e hipocampo de ratón. (A-D) Imágenes
representativas del proceso de selección de las poblaciones de interés a través de citometría de flujo y separador celular. (A)
En primer lugar representamos complejidad frente a tamaño celular (SSC/FSC), eliminamos debris, restos celulares y de
mielina (gris) y seleccionamos la población de células (P1). (B): Posteriormente a partir de la población P1, seleccionamos las
poblaciones celulares individuales (población P2) correspondientes a células individuales que representan la linealidad en la
gráfica FSC-H/FSC-A. (C) Después separamos las células CD45+/CD11b+, que corresponden a las células de microglía
(“MICRO”), del resto de células no microgliales (CD45-/CD11b-). (D) Marcamos con ACSA2 las células CD45-/CD11b- y las
separamos según tengan alto marcaje para ACSA2 (“HIGH”), intermedio (“MED”) o ausente (“NEG”). (E) Representación
gráfica de la expresión de los marcadores específicos de astrocitos AQP4, GFAP y ALDH1L1, y del marcador específico de
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expresados en los astrocitos de ratones adultos WT (12 meses), APP (12 meses) y TAU P301S 
(9 meses), con respecto a los de ratones de 3 meses (Fig.D4.2(B)). En esta imagen podemos 
observar que los astrocitos de ratones TAU y APP envejecidos (9 y 12 meses, 
respectivamente) tienen un perfil transcriptómico bastante similar entre sí, y diferente del 
WT de 12 meses. En ambos modelos de patología está elevada la expresión de varios genes 
del sistema del complemento (C4a, C4b, C1s1 y C1ra) y de ciertas citoquinas (IL1b, IL1a, 
IL12a y Cxcl12), lo que puede indicar una activación de los astrocitos hacia un fenotipo 
neuroinflammatorio. Pero, además, también se observa una disminución en la expresión de 
diversos genes asociados con el metabolismo (Cpt1a, Glut1, ApoE, Ldlr, Hmgcr, Dhcr7, 






Fig.D4.2. Caracterización transcriptómica de los astrocitos aislados del cerebro de ratones transgénicos modelos de
la EA. (A) Representación, mediante un diagrama de Venn, del número de genes diferencialmente expresados de los astrocitos
de ratones de 3 meses, donde se observa que no existen diferencias entre ellos. (B) Análisis y representación, mediante
heatmap, de los genes diferencialmente expresados en los astrocitos aislados de ratones adultos WT (12 meses), APP (12
meses) y TAU P301S (TAU, 9 meses), con respecto a los de 3 meses, con un FDR<0,05 (n=3-4). El código de colores muestra el
valor logFC. (B) Análisis y representación de los genes característicos de los fenotipos “PAN”, “A1” y “A2” (Liddelow y col.
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Fig.D4.3. Análisis, mediante GSEA, de procesos biológicos enriquecidos en los astrocitos aislados del cerebro
de ratones transgénicos. Gráficas representativas de los procesos biológicos (GO: gene ontology) que se encuentran
enriquecidos en los astrocitos de ratones APP de 12 meses (A) o TAU P301S de 9 meses (B), respecto a los aislados de
WT de 12 meses (rojo), y viceversa (azul). NES: factor de enriquecimiento normalizado. “FDR q-val” (un valor de p-value




En la Fig.D4.2(C), se observa que estos astrocitos no muestran un fenotipo típico “A1” o 
“A2” (descrito por Liddelow y col. (2017); sin embargo, tienen aumentada la expresión de 
ciertos genes de respuesta “pan”, característicos de una respuesta general de los astrocitos 
a cualquier estímulo, lo que indica que están reactivos. Para caracterizar el estado de estos 
astrocitos, analizamos posteriormente mediante GSEA los genes up y down-regulados, y los 
procesos biológicos asociados a ellos. En la Fig.D4.3, se muestran los procesos biológicos 
más representativos que se encuentran enriquecidos en los astrocitos de ratones con 
patología Abeta (APP) o fosfo-tau (TAU P301S), comparados con aquellos aislados de ratones 
WT adultos.  
Tanto en ratones APP como en ratones TAU P301S, encontramos un aumento en 
“percepción sensorial de estímulos químicos” (Fig. D4.3). Se trata de un proceso neurológico 
que podría indicar una respuesta de los astrocitos para sensar nutrientes y demás 
componentes del torrente sanguíneo, con el fin de mantener la homeostasis del SNC 
(http://software.broadinstitute.org/gsea/index.jsp). Además, en los astrocitos de ratones 
APP también se produce un enriquecimiento de procesos biológicos asociados a la activación 
inflamatoria. En los astrocitos de ratones TAU P301S no están enriquecidos estos procesos 
biológicos, aunque sí aumentan, al igual que en los astrocitos de ratones APP, varias 
citoquinas, receptores de citoquinas, moléculas de señalización de receptores TLR, la 
cascada del complemento, factores de regulación de la respuesta inflamatoria aguda y de 













Fig.D4.4. Análisis, mediante GSEA, de procesos biológicos enriquecidos en los astrocitos aislados del
cerebro de ratones transgénicos: fase 3 del metabolismo. Representación gráfica de varios procesos
biológicos enriquecidos en los astrocitos aislados de ratones WT de 12 meses, respecto a los aislados de ratones
APP (12 meses) y TAU P301S (9 meses), lo que significa que estas rutas se encuentran inhibidas o disminuidas en
las células astrogliales de los modelos transgénicos analizados. Se muestran los siguientes procesos biológicos: (A)




Además, existen muchos más genes cuya expresión está reducida en ratones APP y TAU 
P301S, lo que refleja una disminución de rutas o funciones importantes, como las 
implicadas en el metabolismo general de los astrocitos, o en el desarrollo y diferenciación de 
células, estructuras neuronales y regiones cerebrales en general (Fig.D4.3). Las rutas que 
se afectan con mayor significación estadística son las relacionadas con la fase 3 del 
metabolismo, como la fosforilación oxidativa, la cadena de transporte electrónico y la 
respiración celular (Fig.D4.4), además de algunos genes del ciclo de Krebs (Fig.D4.5(B)), lo 
que parece indicar una importante disfuncionalidad mitocondrial. También disminuye la 
expresión de numerosos genes implicados en otras rutas metabólicas importantes, como la 




Todos estos resultados parecen mostrar una ganancia de función tóxica, por activación de la 
respuesta inflamatoria, pero sobre todo una pérdida de función generalizada de los 
astrocitos, debida tanto a la patología Abeta como a la patología tau, lo que podría implicar 
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Fig.D4.5. Representación de genes diferencialmente expresados asociados a diferentes procesos biológicos, por
astrocitos aislados de diferentes modelos murinos de la EA. Se muestra el logFC, en código de colores, de genes
asociados a diversos procesos biológicos que se encuentran aumentados (A) o disminuidos (B), en los astrocitos aislados







más exhaustivo y funcional del estado de los astrocitos en ambos modelos, para esclarecer 
la implicación de estas células en el desarrollo de la EA.  
4.2. Estudio de los niveles de calcio y de estrés oxidativo en las mitocondrias 
de los astrocitos tratados con Abeta soluble, mediante microscopía 
multifotón in vivo 
Una de las alteraciones típicas de la patogénesis de la EA es la desregulación de la 
homeostasis del calcio y los niveles de estrés oxidativo en las neuronas. Sin embargo no se 
sabe si estos parámetros están alterados en los astrocitos. Para abordar esta cuestión 
utilizamos vectores virales que marcan las mitocondrias de los astrocitos (de ratones WT), 
con el fin de determinar los niveles de calcio y el estrés oxidativo de las mismas cuando son 
tratadas con Abeta soluble (ver Apartado 19, de Materiales y Métodos). Los experimentos se 
realizan usando la técnica de microscopía multifotón in vivo (Bacskai y Hyman, 2002), 
durante una estancia predoctoral en el laboratorio Dr. Bacskai, en el Massachusetts 
General Hospital (Harvard Medical School, EEUU).  
4.2.1. Niveles de calcio en las mitocondrias de los astrocitos tratados con Abeta soluble  
Para realizar dicho estudio, utilizamos el vector viral AAV.GFAP.2mt.YC3.6, cuyo biosensor 
(YC3.6) permite cuantificar ratiométricamente la variación de la concentración de calcio (ver 
Apartado 19 de Materiales y Métodos). Captamos imágenes en estado basal (reposo) y tras la 
incubación de la corteza cerebral con el medio condicionado de neuronas primarias de 
ratones WT y APP/PS1 durante 1 hora. Finalmente, cuantificamos el ratio de fluorescencia 
emitida de cada una de las mitocondrias de los astrocitos visualizados, usando los 
programas ImageJ y MATLAB. De esta manera, obtuvimos los histogramas de la Fig.D4.6, 
donde se representan el número de mitocondrias analizadas frente al ratio de fluorescencia 
emitida por cada mitocondria. Podemos observar que el tratamiento con medios 
condicionados con Abeta soluble produce un desplazamiento hacia la derecha del 
histograma, lo que indica que en las mitocondrias astrocitarias aumentan los niveles de 
calcio. Esto no se observa tras un tratamiento con un medio condicionado sin Abeta (WT).  
4.2.2. Estrés oxidativo en las mitocondrias de los astrocitos tratados con Abeta soluble  
Realizamos el mismo procedimiento que en el apartado anterior, pero utilizando 
AAV.GFAP.mt.roGFP, donde el roGFP es un biosensor de estrés oxidativo. Su cuantificación 
ratiométrica, permite calcular la variación del estrés oxidativo de cada mitocondria astroglial 
en relación con el estado basal, en reposo (ratio~1). Los resultados obtenidos (Fig.D4.7) 
muestran un ligero desplazamiento hacia la derecha tras el tratamiento con el medio 
condicionado con Abeta, lo que indica que hay un aumento de estrés oxidativo en las 









Fig.D4.6. Estudio del cambio en los niveles de calcio en las mitocondrias de los astrocitos corticales de un ratón
WT, mediante microscopía multifotón in vivo. Imágenes de las mitocondrias de los astrocitos que expresan el vector
viral AAV.GFAP.mt.YC3.6, antes y después del tratamiento con medio condicionado wildtype (MC-WT) (A) o con Abeta
(MC-Abeta) (B). (a1, b1) Los correspondientes histogramas obtenidos tras la cuantificación del “ratio YFP/CFP”,















Fig.D4.7. Estudio del cambio del estrés oxidativo en las mitocondrias de los astrocitos corticales de un ratón WT,
mediante microscopía multifotón “in vivo”. Imágenes de las mitocondrias de los astrocitos que expresan el vector viral
AAV.GFAP.mt.roGFP / AAV.GFAP.mt.YC3,6, antes y después del tratamiento con medio condicionado wildtype (MC-WT)
(A) o con Abeta (MC-Abeta) (B). (a1, b1) Los correspondientes histogramas obtenidos tras la cuantificación del “ratio


















En resumen, cuando los astrocitos se tratan con medios condicionados con Abeta soluble se 
produce un aumento tanto de los niveles de calcio como de estrés oxidativo en el interior de 
sus mitocondrias. Sin embargo, se requieren más estudios para entender las consecuencias 
funcionales que esto conlleva sobre los astrocitos y sobre la patología del Alzheimer.  
4.3. Caracterización transcriptómica de los astrocitos en muestras humanas 
postmortem de pacientes de Alzheimer 
Para tener un estudio más amplio del perfil transcriptómico de los astrocitos en la patología 
de Alzheimer, sería muy interesante aislar estas células del hipocampo de pacientes, como 
se hizo con los modelos murinos de la enfermedad (Apartado 4.1). Sin embargo, el estado de 
las muestras disponibles, no nos permite aislar astrocitos, por lo que decidimos analizar la 
expresión de numerosos genes específicos de astrocitos con relevancia funcional. A partir de 
muestras congeladas de individuos clasificados según los estadios Braak, obtenemos ARNm 
y su ADNc (ver Apartado 1.2, de Materiales y Métodos). Posteriormente, cuantificamos la 
expresión de diversos genes, mediante qPCR y TaqMan® Array Cards (microfluidic cards; ver 
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Fig.D4.8. Análisis de la expresión de varios marcadores de respuesta astroglial “pan”, A1 y A2, en
muestras postmortem de individuos en diferentes estadios Braak. Representación de los valores de z-score
calculados, para ciertos genes característicos de la respuesta (A) “pan” (GFAP y VIM), (B) “A1” (SERPING y GBP2) y
(C) “A2” (CLCF1 y S100A10) (Liddelow y col. 2017), en el hipocampo de individuos Braak 0 (n=6), II (n=17), III-IV





En primer lugar, mediante qPCR analizamos varios genes característicos de los fenotipos 
“pan”, A1 y A2, determinados por Liddelow y col. 2017. Como se muestra en la Fig.D4.8, 
existe un aumento significativo de todos estos marcadores en las muestras Braak V-VI 
respecto a Braak 0, por lo que no parece existir un claro fenotipo astroglial, sino una 
combinación de ellos. Aunque sería necesario analizar más marcadores característicos de 
estos tipos astrogliales, posteriormente decidimos analizar otros genes específicos de estas 
células y con relevancia funcional. Para ello, utilizamos las TaqMan® Array Cards 
(microfluidic cards; ver Apartado 15, de Materiales y Métodos).  
Primero, elegimos varias sondas housekeeper, cuya expresión no varía en la patología de 
Alzheimer y que nos permiten una cuantificación real de la cantidad de ADNc de cada 
muestra. Para ello, utilizamos el TaqMan™ Array Human Endogenous Control Panel y las dos 
muestras humanas con menor (“A”) y mayor cantidad de ADNc (“CS”). De esta manera, 
cubrimos todo el rango de valores de CT posibles. Además, para determinar la cantidad 
óptima de ADNc a usar, probamos 4 cantidades diferentes (50, 100, 500, 1000ng).  
 
Representación gráfica de los valores de CT frente
a la cantidad de ADNc, para cada sonda analizada
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Fig.D4.9. Estudio de la eficiencia y capacidad de normalización de la cantidad de ADNc para cada sonda de
control endógeno (microfluidic cards). (A) Representaciones lineales de los valores de CT obtenidos para cada una
de las sondas analizadas, en la muestra “A”; la muestra “CS” resultó en rectas similares (no mostrado). (B)
Representación lineal de los valores de CT globales de todas las sondas, para cada una de las muestras, para el
cálculo de la diferencia en el número de ciclos (CT) entre las dos muestras analizadas (“A” y “CS”). (C) Representación
gráfica de la capacidad de normalización de todas las sondas, donde la media corresponde a la diferencia global
calculada en (B): =4,2, con una variabilidad permitida de ±0,4. Rojo: sondas descartadas previamente (en A), debido
a su baja eficiencia; naranja: sondas que se descartan por alejarse del valor medio de CT =4,2 ± 0,4; verde: las
sondas seleccionadas por presentar una buena eficiencia y por ser capaces de normalizar correctamente la cantidad




La eficiencia de amplificación de cada sonda se calcula aplicando la siguiente fórmula: 
Eficiencia (%) = [10(–1/m) – 1] x 100; donde “m” es la pendiente de la relación lineal entre la CT 
y la cantidad de ADNc (log) (Fig.D4.9(A)). Para que la eficiencia sea lo mayor posible (100%), 
las pendientes de dichas rectas deben ser de -3.2 (Livak y Schmittgen, 2001; Schmittgen y 
Livak, 2008). De esta manera, seleccionamos todas las sondas con eficiencias entre 90 y 
110%: 18S, ACTB, GAPD, HMBS, HPRT1, POLR2A, TBP y UBC.  
Seguidamente, comprobamos si estas sondas son capaces de cuantificar correctamente el 
ADNc de partida. Para ello, aplicamos la ecuación de regresión lineal general para las 
muestras con niveles extremos de ADNc (“A” y “CS”), incluyendo todas las sondas, como se 
observa en la Fig.D4.9(B). La diferencia general en los valores de ordenada en el origen 
(CT= 34.8 - 30.6 = 4.2), corresponde a la diferencia de CT entre las mismas (unos 4 ciclos 
de amplificación), y equivale a las diferencias en la cantidad de ADNc entre ambas. 
Aplicamos esta fórmula para cada una de las sondas individuales, lo que nos permite 
seleccionar las que más se ajustan al valor general (CT= 4.2), que serán las mas 
apropiadas para normalizar la expresión génica de manera correcta (Fig. D4.9(C)). 
Aceptando una variabilidad de ± 0,4, concluimos que las mejores sondas housekeepers para 
nuestras muestras son 18S, HPRT1 y UBC. Además, también incluimos como control la 
sonda GAPDH porque lo exige el protocolo de las microfluidic cards utilizadas.  
Por último, comprobamos que utilizando 100ng de ADNc obtenemos valores de CT dentro de 
un rango de detección adecuado, tanto para sondas con poca expresión, como para aquellas 
que se expresan mucho.  
Es importante tener en cuenta que el ADNc que utilizamos proviene de un fragmento de 
hipocampo humano homogeneizado en el que se incluyen distintos tipos de células, por lo 
que es necesario seleccionar cuidadosamente los genes específicos de astrocitos. Para 
seleccionar los genes de interés, utilizamos el algoritmo “Tau” (Kryuchkova-mostacci y 
Robinson-Rechavi, 2017; Yanai y col. 2005) y el método “Weighted Correlation Network 
Analysis” (WGCNA) que permiten identificar grupos o “clústers” de genes específicos para 
cada tipo de célula del SNC, asignándole a cada grupo un valor entre 0 y 1. Con este 
método, obtuvimos una lista de genes en la que cada uno tiene asignado un único valor 
“Tau” () indicativo de su especificidad hacia un tipo celular. El cálculo de se realiza 
mediante la siguiente ecuación: 
𝜏 =








donde “xi” es la expresión del gen en la población celular “i”, y “n” es el número de 
poblaciones celulares estudiadas. Para los astrocitos, decidimos seleccionar los genes cuyo 
valor “” es superior a 0.8, lo que significa que su expresión en el SNC proviene de estas 
células con una probabilidad superior al 80%. Para el análisis transcriptómico 




funciones relevantes en la astrogliosis y en la progresión de la patología del Alzheimer 
(Fig.D4.10).  
 
Tras medir la expresión individual de los genes seleccionados en los distintos estadios de 
Braak, calculamos el nivel de expresión normalizado (“z-score”), respecto a la media de los 
individuos Braak II, y lo representamos mediante un heatmap (Fig.D4.10). Como se observa 
en la figura, existen variaciones estadísticamente significativas en los genes característicos 
de “astrogliosis”, como GFAP, VIM y ALDH1L1, pero no de S100b ni AQP4. Además, 
mediante un estudio de correlaciones (Spearman; resultados no mostrados), hemos 
observado que los tres primeros genes correlacionan perfectamente, pero no los dos últimos, 
lo que podría reflejar la existencia de dos poblaciones diferentes de astrocitos, que sería 
interesante comprobar.  
Los genes asociados a la respuesta inmune y a la neuroinflamación (CXCL10, IL6, CCL2 y 
CXCL2) presentan variaciones estadísticamente significativas, con un aumento en los 
individuos Braak V-VI, excepto FGFR2. Aunque la mayoría de estos genes no son específicos 
de la población astroglial, aumenta mucho su expresión en estas células al activarse ante 
un daño (Ubogu y col. 2006). Además de las citoquinas y quimioquinas, la presentación de 
antígenos y la vía del complemento también tienen un papel importante en la respuesta 
inmune. De hecho, en la Fig.D4.10, se refleja un aumento significativo en varios genes de la 
cascada del complemento (C1S, C1R, C3 y C4a-b) en estadio Braak V-VI respecto a estadios 
Braak inferiores. De todos estos factores del complemento up-regulados, la proteína C3 es la 
única que no muestra una buena correlación con los marcadores astrocíticos GFAP, VIM y 
ALDH1L1, ya que también es producida por la microglía.  
Fig.D4.10. Análisis transcriptómico de los astrocitos, en muestras postmortem de pacientes de Alzheimer.
Valores de z-score, calculados a partir del nivel de expresión de cada marcador (columnas), para cada una de las
muestras analizadas, clasificadas según los estadios de Braak (filas): 0 (n=6), II (n=17), III-IV (n=12) y V-VI (n=16). La
































Referente a los genes implicados en la formación de sinapsis (THBS3, SPARCL1, GPC1, 
GPC4 y GPC6), solo existen variaciones significativas en GPC4, GPC6 y EPHB4. Existe 
también un aumento generalizado de la expresión de varios genes implicados en el 
transporte de lípidos y en el aclaramiento de Abeta (APOE, CLU y ABCA1), aunque el 
aumento sólo es significativo para este último.  
 
Seguidamente, decidimos agrupar los diferentes genes por categorías y calcular sus Gene 
Set Score (Sj) (Friedman y col. 2018). Sj se calcula para cada muestra “j”, utilizando el valor 
“eij”, que es el nivel de expresión normalizado (z-score) del gen “i” en la muestra “j”. En 
primer lugar, calculamos la matriz central de la expresión génica “cij”con la fórmula 
siguiente: 𝐜𝐢𝐣 = 𝐞𝐢𝐣 −
𝟏
𝐧𝐬
∑ 𝐞𝐢𝐣𝐣  ; donde “ns” es el número de muestras. “cij” corresponde al nivel 
de expresión del gen “i” en la muestra “j”, relativo al nivel de expresión medio en todas las 
Fig.D4.11. Análisis de los “gene set score” en muestras postmortem de individuos en diferentes estadios
Braak. Representación de los valores de gene set score calculados, para los genes incluidos en “A1” (A; SERPING1
y GBP2), “A2” (B; CLCF1 y S100A10), “Activación Astroglial” (C; GFAP, VIM, ALCH1L1), “Inflamación” (D; FGFR2,
CXCL10, IL6, CCL2, CXCL2), “Complemento” (E; C1S, C1R, C3, C4a-b), “Formación de sinapsis” (F; THBS3,
SPARCL1, GPC1, GPC4, GPC6) y “Transporte de lípidos” (G; APOE, CLU, ABCA1), en el hipocampo de individuos
Braak 0 (n=6), II (n=17), III-IV (n=12) y V-VI (n=16). La significancia se analizó mediante el test de Kruskal-Wallis,
seguida de un test de Dunn (**p-<0,01).
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∑ 𝐞𝐢𝐣𝐢  ; donde “ng” es el número de genes en el conjunto de datos.  
Así pues, calculamos los gene set score para cada grupo de genes definido anteriormente, 
obteniendo los resultados que se ilustran en la Fig.D4.11. En ella se observa un aumento 
significativo en los genes de astrocitos A1 y A2, de activación astroglial, de respuesta 
inmune, de la vía del complemento y en los relacionados con el transporte de lípidos. 
Contrariamente, no existen variaciones significativas en la formación de sinapsis.  
 
Por último, observamos una perfecta correlación entre la activación astroglial, los genes del 
complemento y la respuesta inmune (Fig.D4.12), que son los tres grupos de genes que más 
aumentan en los pacientes de Alzheimer. Sorprendentemente, los genes característicos de 
astrocitos A1 y A2 sólo muestran una perfecta correlación entre ellos (Fig.D4.12(A)), pero no 
con respecto al resto de gene set score obtenidos (datos no mostrado).  
Concluimos, pues, que en el cerebro de pacientes de Alzheimer (Braak V-VI) se produce una 
astrogliosis, acompañada de la activación de una respuesta inmune con liberación de 
citoquinas y de factores de la vía del complemento. Estos resultados sugieren que los 
astrocitos reactivos parecen intervenir de manera importante, junto con la microglía, en la 
neuroinflamación asociada a la progresión de la EA.         
Fig.D4.12. Análisis de correlación de los “gene set score” en muestras postmortem de
individuos en diferentes estadios Braak. Representaciones de correlación de los valores de “gene
set score” entre: “Inflamación” y “Activación” (A), “Complemento” y “Activación” (B), y “Complemento”
e “Inmune” (C), en el hipocampo de individuos Braak 0 (n=6), II (n=17), III-IV (n=12) y V-VI (n=16). La
significancia se analizó mediante correlación de Spearman.
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1. REACTIVIDAD ASTROGLIAL EN MODELOS ANIMALES Y EN PACIENTES DE 
ALZHEIMER 
Junto con las placas amiloides y los ovillos neurofibrilares, la neuroinflamación, mediada 
por una marcada reactividad microglial y astroglial, es una de las características típicas de 
los pacientes de Alzheimer (Heneka y col. 2015; Hansen y col. 2017; Leyns y Holtzman, 
2017). Sin embargo, no se sabe si tiene un papel beneficioso o perjudicial en la progresión 
de la patología (Sastre y col. 2006; Wyss-Coray, 2006; Heneka y O’Banion, 2007; Reinisch y 
col. 2014; Heneka y col. 2015; Zhang y Jiang, 2015; Regen y col. 2017; Sofroniew y Vinters, 
2010). Por lo tanto, es necesario definir los perfiles funcionales (neuroprotector, neurotóxico 
y/o degenerativo) de las células gliales durante el progreso de la EA, lo que podría ayudar a 
desarrollar estrategias terapéuticas más eficientes y seguras (Dansokho y Heneka, 2018).  
La implicación de la microglía en la neuroinflamación asociada a la EA ha recibido especial 
atención en los últimos años por ser los elementos mediadores de la inmunidad innata 
cerebral (Ginhoux y col. 2010; Hansen y col. 2017; Colonna y Butovsky, 2017; Zhang y 
Jiang, 2018; Gutierrez y Vitorica, 2018; Hong y col. 2016; Wu y col. 2015). Aunque su papel 
en esta enfermedad no está completamente esclarecido, la visión más generalizada es la de 
una microglía activa de carácter citotóxico, productora de factores proinflamatorios (Heneka 
y col. 2015). Otros estudios apuntan a un mal funcionamiento de la respuesta microglial 
con el desarrollo de la patología de Alzheimer (Korvatska y col. 2015; Wang y col. 2015; 
Yuan y col. 2016) e incluso describen una microglía en estado distrófico (Baron y col. 2014; 
Mosher y Wyss-Coray, 2014; Streit y col. 2014; Colonna y Butovsky, 2017; Salter y Stevens, 
2017). En nuestro laboratorio, hemos caracterizado la respuesta microglial, tanto en 
modelos animales como en muestras humanas de Alzheimer. Nuestros resultados 
demuestran que en el modelo amiloidogénico PS1M146/APP751SL la microglía se activa desde 
edades tempranas alrededor de las placas de Abeta y, con el progreso de la patología, la 
activación se expande por todo el parénquima cerebral debido a las formas solubles de 
Abeta oligomérico (Jimenez y col. 2008, 2011). Recientemente, hemos descrito también que 
en el modelo de patología TAU P301S se produce activación microglial (Romero-Molina y col. 
2018). Sin embargo, en el hipocampo de pacientes de Alzheimer nuestros estudios han 
demostrado que la activación microglial es muy limitada (exclusivamente rodeando las 
placas amiloides) y que, además, se produce un proceso de degeneración microglial mediado 
por las formas solubles de tau fosforilado (Sanchez-Mejias y col. 2016). Las repercusiones de 
esta limitada activación y de la degeneración microglial sobre la evolución de la patología de 
Alzheimer no se conocen aún. 
Por otro lado, apenas se ha contemplado el papel de los astrocitos en la EA, aunque podrían 
ejercer funciones cruciales en su desarrollo. Estas células desempeñan funciones múltiples 
e indispensables para el correcto mantenimiento del SNC (Sofroniew y Vinters, 2010; Clarke 




2017; Garwood y col. 2017) y, si se alteran, podrían mediar la disfunción neuronal típica de 
la EA y otros procesos neurodegenerativos (Zhang y Jiang, 2018). Ante cualquier insulto 
agudo o crónico en el SNC, los astrocitos pueden sufrir un proceso de “astrogliosis” 
caracterizada por diversos cambios morfológicos, moleculares, celulares y funcionales, con 
el fin de recuperar el tejido dañado (Sofroniew y Vinters, 2010; Osborn y col. 2016; Perez-
Nievas y Serrano-Pozo, 2018; Verkhratsky y col. 2010). La reactividad astroglial implica un 
aumento en la producción de GFAP y Vimentina (Vim), necesarios para el drástico cambio 
de conformación que sufre el astrocito al activarse, con un acortamiento y engrosamiento de 
las prolongaciones y un aumento del tamaño del soma (Chen, 2018; Verkhratsky y col. 
2010; Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018). En el presente trabajo, hemos demostrado a nivel 
molecular e inmunohistoquímico que, tanto en modelos animales con patología amiloidea y 
tau, como en pacientes de Alzheimer, se produce una importante activación astroglial que se 
caracteriza por un aumento de la expresión de GFAP y Vimentina, un incremento del área 
ocupada por los astrocitos y por una hipertrofia celular (Jimenez y col. 2008, 2011; 
Baglietto-Vargas y col. 2010; Sanchez-Varo y col. 2012; Torres y col. 2012; Trujillo-Estrada 
y col. 2013, 2014; Sanchez-Mejias y col. 2016; Liddelow y Barres, 2017) Además, 
profundizando en el modelo APP/PS1 hemos observado que, paralelo al aumento de la 
patología amiloide y rodeando las placas seniles, existe un aumento significativo en la 
expresión de BLBP (del inglés, Brain lipid–binding protein), marca molecular específica de 
astrocitos reactivos (Robel y col. 2011; Gómez-Arboledas y col. 2018).  
En concordancia con nuestros resultados, numerosos autores han descrito en tejidos 
postmortem de EA (Simpson y col. 2010; Serrano-Pozo y col. 2013b) y en ratones 
transgénicos modelos de la enfermedad (Yeh y col. 2011; Kamphuis y col. 2015; Laurent y 
col. 2017), un proceso de reactividad astrocitaria que progresa con la patología amiloidea y 
tau, y que incluso se ha considerado como un rasgo propio de la EA (Fu y Jhamandas, 
2014; Verkhratsky y col. 2010; Carter y col. 2012; Rodríguez-Arellano y col. 2016; Garwood 
y col. 2016; Phillips y col. 2014; Heppner y col. 2015; Heneka y col. 2014, 2015a, 2015b). 
La localización de los astrocitos reactivos alrededor de las placas amiloides fue referida por 
primera vez por Aloïs Alzheimer (Alzheimer, 1910). También se ha descrito una asociación 
espacial entre los ovillos neurofibrilares y los astrocitos reactivos (Perez-Nievas y Serrano-
Pozo, 2018), e incluso se ha propuesto que los astrocitos podrían ser mediadores de la 
formación de dichos ovillos neurofibrilares intracelulares (Liu y col. 2014).  
Sin embargo, al igual que ocurre con la microglía, no se sabe aún si la reactividad astroglial 
ejerce un papel neurotóxico o neuroprotector en la patología de la EA. Estudios preclínicos 
en modelos transgénicos han demostrado resultados contradictorios (Mucke y col. 2000; 
Furman y col. 2012; Fernandez y col. 2012; Tan y col. 2002; Green y LaFerla, 2008; Kraft y 
col. 2013). Se ha propuesto una gran diversidad morfológica, funcional y molecular de los 
astrocitos, dependiendo del contexto patológico en el que se encuentren (Zamanian y col. 




más, los astrocitos de las distintas regiones cerebrales tienen diferentes perfiles de 
expresión génica que, además, cambian con la edad (Boisvert y col. 2018). Por ello, en el 
presente trabajo, pretendemos caracterizar los cambios funcionales y transcriptómicos que 
sufren los astrocitos en presencia de Abeta y/o tau, así como establecer su posible 
repercusión en la patología de Alzheimer.  
2. RESPUESTA ASTROGLIAL “IN VITRO” A LAS FORMAS SOLUBLES DE ABETA 
Y/O FOSFO-TAU: Activación de una respuesta pro-inflamatoria y 
disminución de la función neuroprotectora  
Como hemos comentado previamente, en cerebros de pacientes de Alzheimer, se produce un 
proceso de degeneración microglial caracterizado por la disminución del número total de 
células microgliales, y presencia de una microglía patológica con prolongaciones 
fragmentadas y distróficas, lo que origina la reducción del dominio microglial y, por tanto, 
de la protección inmunológica del hipocampo (Sanchez-Mejias y col. 2016; Baron y col. 
2014; Mosher y Wyss-Coray, 2014; Streit y col. 2014; Colonna y Butovsky, 2017; Salter y 
Stevens, 2017). Además, en nuestro laboratorio hemos demostrado que las formas de fosfo-
tau solubles procedentes de hipocampos de pacientes Braak V-VI y de ratones ThyTAU (pero 
no las formas oligoméricas de Abeta) son las responsables de dicho efecto (Sanchez-Mejias y 
col. 2016). Por ello, decidimos analizar la toxicidad in vitro de las formas solubles de fosfo-
tau y de Abeta oligomérico sobre cultivos astrogliales, y demostramos que ninguna de las 
dos proteínas son tóxicas para los mismos. Además, tampoco observamos ningún signo de 
degeneración de los astrocitos en el hipocampo de los modelos transgénicos APP/PS1 y TAU 
P301S, ni en el de pacientes de Alzheimer. Por lo tanto, los astrocitos sólo responden a las 
patologías amiloidea y fosfo-tau, típicas de la EA, activándose pero no degenerando.  
Se ha descrito que los astrocitos reaccionan a cualquier insulto del SNC generando 
respuestas inmunes (Jensen y col. 2013), que implican cambios moleculares y funcionales 
(Sofroniew, 2009). En este sentido, nuestros resultados procedentes del análisis 
transcriptómico de las células WJE tratadas con las fracciones solubles de ratones 
PS1/APP, ThyTAU y de pacientes en estadio Braak V-VI, reflejan que los astrocitos 
responden a dichos estímulos activándose y reclutando células implicadas en la respuesta 
inmune del SNC asociada a la EA. Así, ante los tres tratamientos, los astrocitos aumentan la 
expresión de numerosas moléculas que reflejan la puesta en marcha de una típica 
respuesta inflamatoria y quimiotáctica, entre las que se incluyen la enzima óxido nítrico 
sintasa inducible (iNOS), diversas especies reactivas de oxígeno, y citoquinas 
proinflamatorias, como TNF, IL1b e IL6 (Zhang y Jiang, 2015; Ubogu y col. 2006; Heneka y 
O’Banion, 2007; Simic y col. 2000; Litvinchuk y col. 2018). Para contrastar nuestros 
resultados transcriptómicos, hemos comprobado mediante RT-PCR que, las formas solubles 
tanto de Abeta oligomérico como de fosfo-tau, activan los astrocitos in vitro hacia un 




apoyando nuestros datos, diversos autores han descrito que los oligómeros de Abeta 
desencadenan una marcada astrogliosis (Zhang y col. 2010), caracterizada por la activación 
transcripcional de NF-κbeta (Akama y col. 1998; Carrero y col. 2012; Medeiros y LaFerla, 
2013; Morales y col. 2014; Zhang y Jiang, 2015). Otros estudios proponen que, en la 
patología de Alzheimer, la astrogliosis está más asociada a los ovillos neurofibrilares que al 
péptido Abeta (Acosta y col. 2017). En este sentido, se ha demostrado que las formas 
patológicas de tau inducen una respuesta neuroinflamatoria, mediada por la activación de 
la microglía y los astrocitos (Laurent y col. 2018), lo que justifica el aumento en la liberación 
de diversas quimioquinas en diferentes modelos que sobreexpresan tau (Whang y col. 2010; 
Garwood y col. 2010).  
Por otro lado, la pérdida de las funciones normales de los astrocitos parecen desempeñar un 
papel importante en las alteraciones neurológicas relacionadas con el envejecimiento 
(Rodríguez-Arellano y col. 2016; Alarcón-Aguilar y col. 2014; Jiang y Cadenas, 2014). En 
este sentido, los análisis transcriptómicos de las células WJE tratadas con fracciones 
solubles de animales ThyTAU y de individuos Braak V-VI, reflejan una disminución de 
diversos genes implicados en procesos de desarrollo, diferenciación, proliferación y 
morfogénesis, lo que parece indicar una reducción en la capacidad protectora de los 
astrocitos sobre otras células del SNC. Además, estos resultados sugieren una posible 
disfunción astroglial mediada por las formas fosforiladas de tau, que podría estar implicada 
en el desarrollo de la patología de Alzheimer. Es más, algunos estudios recientes han 
demostrado que los astrocitos pueden acumular Tau, volverse patológicos y generar una 
“astrogliopatía Tau”, similar a la descrita en el envejecimiento (Leyns y Holtzman, 2017) y en 
la EA (Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018).  
Nuestros resultados muestran además, que la fracción soluble de ratones ThyTAU, que 
contienen mayores cantidades de fosfo-tau soluble que las de individuos Braak V-VI, 
produce también numerosas alteraciones en el ciclo celular, lo que podría reflejar estrés 
celular e implicar una reducción de la capacidad proliferativa de estas células. La parada del 
ciclo celular es una respuesta típica de células expuestas a estrés oxidativo y con daños en 
el ADN (Baus y col. 2003; Oyama y col. 2011), así como de células senescentes en general 
(Hayflick y Moorhead, 1961). Se ha descrito que los astrocitos senescentes in vitro 
disminuyen la expresión de genes relacionados con la división celular y el desarrollo y 
diferenciación del SNC (Crowe y col. 2016). Además, en respuesta al estrés, los astrocitos 
sufren una compleja respuesta caracterizada por diversas adaptaciones para mantener la 
supervivencia, remodelación celular, disfunción metabólica, secreción de moléculas tóxicas 
y, en última instancia, parada del ciclo celular (Childs y col. 2016). Es posible que las 
formas solubles de tau fosforilado desencadenen una respuesta similar, ya que se han 
descrito muchas de estas características en el cerebro de pacientes y de modelos 
transgénicos de Alzheimer (Arendt y col. 1996; Frost y col. 2016), así como en astrocitos 




col. 2011). Estos resultados refuerzan la hipótesis de que la disfunción astroglial, o incluso 
un proceso de senescencia, podría contribuir a la progresión de la EA (Lööv y col. 2015; 
Masgrau y col. 2017; Acosta y col. 2017; Bernhardi, 2007; Lian y col. 2015; Macauley y col. 
2011; Yamanaka y col. 2008). Por tanto, se podrían desarrollar nuevas estrategias 
terapéuticas dirigidas a la recuperación funcional de la astroglía para la EA y otras 
enfermedades neurodegenerativas (Khakh y col. 2017; Masgrau y col. 2017).  
Hasta ahora hemos descrito que los astrocitos, en respuesta a las formas solubles de Abeta 
oligomérico y fosfo-tau se activan, y además, parecen sufrir cierta disfuncionalidad mediada 
por fosfo-tau soluble. Las citoquinas y especies reactivas liberados tras la activación de la 
respuesta inflamatoria pueden mediar, a su vez, una exacerbación de la neuroinflamación y 
de la neurodegeneración que se producen en la EA (Zhang y col. 2010; Scuderi y col. 2011; 
Johnstone y col. 1999; Tuppo y Arias, 2005; Liu y col. 2014; Morales y col. 2014). Aunque la 
activación de los astrocitos se ha asociado clásicamente con una ganancia de función 
neurotóxica, actualmente se relaciona también con una posible pérdida de las funciones 
neuroprotectoras (Masgrau y col. 2017; Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018, Zhang y Jiang, 
2015), o incluso con ambas a la vez, como parecen demostrar nuestros resultados. En este 
trabajo, nos hemos cuestionado si, en presencia de Abeta o fosfo-tau solubles, los astrocitos 
mantienen sus funciones neuroprotectoras o, por el contrario, potencian la disfunción 
neuronal y las alteraciones sinápticas (Forner y col. 2017; Hane y col. 2017a; Price y col. 
2001), típicas de la EA (Sofroniew y Vinters, 2010; Leyns y Holtzman, 2017; Zhang y Jiang, 
2015; Chen, 2018; Jeong, 2017). Para responder a esta cuestión, estudiamos la capacidad 
de los astrocitos para proteger a las neuronas y mantener la integridad sináptica frente a los 
estimulos tóxicos desencadenados por las formas solubles de Abeta y/o fosfo-tau.  
Es conocido que los astrocitos per se tienen la capacidad de mantener tanto la 
supervivencia neuronal como su integridad sináptica (este trabajo; Meyer-Franke y col. 
1995; Pfrieger y Barres, 1997; Aguirre-Rueda y col. 2015), ya que proporcionan los 
nutrientes, antioxidantes y factores tróficos necesarios para ello (Pertusa y col. 2007; Minter 
y col. 2016; Colonna y Butovsky, 2017; Araque y col. 2014; Vasile y col. 2017). Además, 
liberan señales de comunicación directa con las neuronas indispensables para la formación, 
maduración, función y eliminación de sinapsis (Clarke y Barres, 2013; Barres, 2008).  
Existen estudios recientes que sugieren que las formas solubles de Tau y Abeta, y no sus 
formas fibrilares y/o agregadas, son las causantes de las alteraciones sinápticas (Crimins y 
col. 2013; Forner y col. 2017) y de la pérdida neuronal típicas de la EA. De acuerdo con 
ellos, en este trabajo demostramos que tanto el Abeta como las formas fosforiladas de tau 
solubles tienen un claro efecto neurotóxico, pues reducen drásticamente el número de 
neuronas in vitro. Otro estudio ha demostrado que el Abeta42 disminuye la viabilidad de 
neuronas primarias en cultivo (Aguirre-Rueda y col. 2015). Es conocido que los astrocitos 




del estrés oxidativo y la inflamación (Skaper, 2007; Wyss-Coray, 2006) presentes en el 
cerebro de pacientes de Alzheimer (Cole y col. 2004). Sin embargo, ciertos estados de 
activación de los astrocitos podría mermar el efecto protector, o incluso desencadenar un 
efecto perjudicial (Griffin y col. 1998). En este sentido, nuestros resultados muestran que 
los astrocitos son capaces de proteger completamente a las neuronas de la toxicidad del 
Abeta oligomérico, pero sólo parcialmente del efecto tóxico del fosfo-tau soluble. 
Confirmando nuestros datos, Aguirre-Rueda y col. (2015) han mostrado que los astrocitos 
protegen a las neuronas de la toxicidad mediada por Abeta42, aumentando la viabilidad 
neuronal y la biogenesis mitocondrial, así como proporcionando mayor protección contra el 
estrés oxidativo (Lööv y col. 2012). Sin embargo, en las taupatías, el plegamiento anómalo de 
tau en las neuronas es suficiente para inducir cambios morfológicos en los astrocitos que 
alteran su papel fisiológico (Laurent y col. 2018). De hecho, en los ratones P301S se produce 
un déficit en las funciones neuroprotectoras de los astrocitos, que probablemente esté 
implicado en la pérdida de neuronas corticales descrita en dicho modelo (Sidoryk-
Wegrzynowicz y col. 2017).  
Se sabe que, en la EA, la muerte neuronal está precedida por una disfunción y pérdida 
masiva de sinapsis (Selkoe, 2002; Spires-Jones y col. 2007; Koffie y col. 2011; Mallucci, 
2009), que ocurre en las fases preclínicas (Masliah y col. 1991; Sze y col. 1997), y que 
correlaciona fuertemente con el déficit cognitivo que sufren los pacientes (Terry y col. 1991). 
En este sentido es importante destacar, que la reducción de las vesículas sinápticas, junto 
con la disminución de los componentes moleculares de compartimentos pre‐ y 
post‐sinápticos (Arendt, 2009), se relaciona con los primeros síntomas clínicos de demencia 
(Masliah y col. 2001; Chang y col. 2013). Existen distintos estudios que sugieren que las 
formas solubles de Tau y Abeta son las causantes de la pérdida sináptica típica de la EA 
(Crimins y col. 2013; Forner y col. 2017). Así, en el modelo de patología tau PS19 (P301S) se 
produce a los 9 meses de edad una reducción de sinapsis en el área CA3 del hipocampo, 
junto a una gliosis reactiva, pérdida neuronal y déficits cognitivos (Yoshiyama y col. 2007, 
Litvinchuk y col. 2018). Otros autores demuestran que en pacientes y en modelos 
transgénicos de Alzheimer, el Abeta oligomérico provoca una reducción de espinas 
dendríticas y de sinapsis electrofisiológicamente activas (Shankar y col. 2007; Jeong, 2017), 
por lo que participa en la pérdida y disfunción sináptica en general, tanto in vivo como in 
vitro (Shankar y col. 2007; Shankar y Walsh, 2009; Viola y Klein, 2015). Todavía no está 
completamente esclarecido cómo Abeta y tau afectan a la integridad sináptica y a los déficits 
cognitivos característicos de la patología (Forner y col. 2017; Gao y col. 2018), aunque se 
han sugerido relaciones complejas entre ambas proteínas como las responsables de las 
alteraciones sinápticas de la EA (Muratore y col. 2014; Kitazawa y col. 2011; Ittner y col. 
2010; Roberson y col. 2011). En este trabajo, demostramos que las fracciones solubles ricas 
en fosfo-tau provocan una descolocalización de marcadores sinápticos en las neuronas en 




solubles de ratones APP/PS1 de 18 meses afectan de manera variable al número de sinapsis 
por neurona, hecho que probablemente sea debido a que las fracciones usadas en los 
experimentos posean distinta cantidad de Abeta oligomérico.  
Como ya hemos mencionado anteriormente, los astrocitos ejercen papeles importantes en el 
mantenimiento y desarrollo de las sinapsis (Vasile y col. 2017). De hecho, la presencia 
directa de astrocitos o de su medio condicionado en cultivos neuronales favorece la 
sinaptogénesis y el mantenimiento, regulación y reforzamiento de las sinapsis (este trabajo; 
Pfrieger y Barres, 1997; Ullian y col. 2001). En este sentido, se ha descrito que los medios 
condicionados por astrocitos contienen señales como trombospondinas y glipicanos, que 
podrían regular diferentes aspectos de la sinaptogénesis (Ullian y col. 2004), e incluso 
podrían estar implicadas en la formación de sinapsis inhibitorias GABAérgicas (Elmariah y 
col. 2005a, 2005b). Sin embargo, todavía no se conoce con exactitud la posible implicación 
de los astrocitos en la pérdida sináptica mediada por Abeta y/o fosfo-tau. Nuestros 
resultados demuestran que los astrocitos en presencia de Abeta soluble siguen manteniendo 
su capacidad neuroprotectora. Por lo tanto, la respuesta inflamatoria de los astrocitos en 
respuesta a Abeta soluble, previamente descrita en este trabajo, no ejerce ningún efecto 
perjudicial sobre las sinapsis, ni tampoco se produce una disminución de capacidad 
neuroprotectora astroglial. Sin embargo, las formas fosforiladas solubles de tau provocan un 
cambio significativo en los astrocitos, impidiendo que mantengan las sinapsis y las protejan 
del efecto tóxico del fosfo-tau. Estos resultados concuerdan perfectamente con la 
disminución de las capacidades neuroprotectoras o la disfuncionalidad astroglial que 
reflejan nuestros análisis transcriptómicos de los astrocitos en respuesta a fosfo-tau 
soluble. En otras palabras, las formas fosforiladas de tau soluble producen una disminución 
significativa del número de sinapsis in vitro, que los astrocitos son incapaces de revertir, 
probablemente por la disfuncionalidad provocada por el propio fosfo-tau. En este sentido, 
existen muchas evidencias que indican que la activación astroglial puede alterar su función 
moduladora de la transmisión sináptica neuronal (Verkhratsky y col. 2010), afectando tanto 
a la excitotoxicidad mediada por glutamato, como a la desregulación de las sinapsis 
inhibitorias mediadas por GABA (Acosta y col. 2017; Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018). Es 
más, estudios in vitro con astrocitos envejecidos demuestran una pérdida de sus 
propiedades funcionales y neuroprotectoras (Pertusa y col. 2007) y una alteración en la 
transmisión sináptica en co-cultivos con neuronas (Kawano y col. 2012).  
En resumen, mientras que los astrocitos tratados con Abeta y/o fosfo-tau solubles no 
adquieren un claro fenotipo neurotóxico A1, expresan numerosos transcritos asociados con 
la neuroinflamación y la neurodegeneración. Además, en presencia de las formas 
fosforiladas solubles de tau, disminuyen su capacidad para mantener la supervivencia 
neuronal y la integridad sináptica in vitro. Por tanto, según nuestros datos, los astrocitos 
sufren, por un lado, una activación inflamatoria y quimiotáctica, pero sobretodo una 




contribuyendo así a la pérdida sináptica y neuronal característica de la EA. De manera más 
general, tanto la pérdida de las funciones fisiológicas de los astrocitos, como la ganancia de 
una función neuroinflamatoria perjudicial, podrían tener consecuencias deletéreas sobre las 
sinapsis y las neuronas en el SNC durante el envejecimiento en general, y en las distintas 
enfermedades neurodegenerativas. Sería necesario realizar análisis funcionales más 
profundos que nos permitan precisar los mecanismos mediados por los astrocitos 
disfuncionales en la alteración sináptica y la muerte neuronal producidas en la EA. Además, 
también habría que contemplar la interacción de losastrocitos con la microglía, ya que, de 
manera general, la función cerebral global resulta de la actividad coordinada de las redes 
microglía-astroglía (Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018) y astrocitos-neuronas (Covelo y 
Araque, 2018). En este sentido, se ha demostrado que la actividad neuronal también parece 
regular el transcriptoma de los astrocitos, pudiendo así determinar la cooperación 
metabólica entre ambos (Hasel y col. 2017). Es sabido que el correcto funcionamiento del 
SNC resulta de una coordinada y correcta relación entre estos tres tipos celulares 
(Rajendran y Paolicelli, 2018). 
3. ALTERACIÓN DE LA FAGOCITOSIS DE DISTROFIAS NEURÍTICAS RICAS EN 
ABETA, POR LOS ASTROCITOS REACTIVOS “IN VITRO” 
Otra característica de la EA es la aparición temprana de patología neurítica en las zonas 
próximas a las placas de Abeta. Como ya hemos mencionado, las placas neuríticas 
presentes tanto en modelos amiloidogénicos como en pacientes de Alzheimer, se encuentran 
rodeadas por células microgliales y astrogliales (Malm y col. 2005; Meyer-Luehmann y col. 
2008; Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018; Alzheimer, 1910; Chen, 2018; Liu y col. 2014). En 
este contexto, los astrocitos y la microglia podrían participar en la generación y progresión 
de dichas distrofias o, por el contrario, formar una barrera física para limitar su crecimiento 
y proteger las células del entorno (Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018). Nuestros resultados 
referentes a este respecto demuestran, mediante diferentes aproximaciones experimentales, 
que los astrocitos reactivos que rodean las placas amiloides tienen capacidad fagocítica y 
son capaces de ingerir y degradar las estructuras neuronales distróficas que se acumulan 
alrededor de las placas neuríticas (Gómez-Arboledas y col. 2018). Es más, hemos 
comprobado que el número de procesos astrocíticos reactivos correlaciona con el de neuritas 
distróficas alrededor de las placas amiloides, más que con el tamaño de las placas. Estos 
resultados concuerdan con los descritos previamente en cerebros de pacientes de Alzheimer 
(Serrano-Pozo y col. 2013a).  
Las imágenes de microscopía óptica y electrónica que se presentan en este trabajo, gracias a 
la colaboración con la Dra. Antonia Gutierrez (Universidad de Málaga), ilustran que las 
distrofias neuríticas se digieren tras ser ingeridas por los astrocitos, ya que aparecen 
asociadas a compartimentos lisosomales. Apoyando nuestros resultados, distintos autores 




Abeta (Osborn y col. 2016; Xiao y col. 2014; Jones y col. 2013; Tansey y Cammer, 1998; 
Wyss-Coray y col. 2003; Verkhratsky y col. 2010; Zhang y Jiang, 2015). También se 
encargan de eliminar células apoptóticas tras una lesión cerebral (Lööv y col. 2012), restos 
neuronales tras un proceso de isquemia cerebral transitoria (Morizawa y col. 2017), y de 
mielina tras un daño tisular (Ponath y col. 2017), protegiendo así a las neuronas sanas y al 
resto de células del parénquima cerebral. Los astrocitos también fagocitan sinapsis, 
interviniendo así en el refinamiento de los circuitos neuronales (Leyns y Holtzman, 2017; 
Hansen y col. 2017; Clarke y Barres, 2013; Barres, 2008; Colonna y Butovsky, 2017) que 
ocurre de manera normal en el desarrollo (Chung y col. 2015) y en el SNC adulto (Chung y 
col. 2013). Incluso son capaces de degradar mitocondrias (transmitofagia) de axones 
celulares ganglionares de la retina (Davis y col. 2014).  
La fagocitosis de distrofias presinápticas/axonales podría constituir una función protectora 
de los astrocitos, en un intento por controlar la producción de Abeta y/o prevenir la 
respuesta neuroinflamatoria. Por tanto, las alteraciones en dicho proceso implican una 
disminución del papel protector de los astrocitos, que podría influir en la progresión de la 
EA. En este trabajo, hemos analizado la fagocitosis y degradación de estas distrofias 
neuríticas por parte de los astrocitos in vitro con el fin de aclarar sus posibles implicaciones 
funcionales en la patología de Alzheimer.  
Apoyando los artículos que demuestran que las células astrogliales son altamente 
fagocíticas en cultivo (Roldán y col. 1997; Tansey y Cammer, 1998; Nielsen y col. 2010), 
nuestros resultados demuestran que los astrocitos primarios son capaces de fagocitar y 
degradar de manera altamente eficiente las terminales presinápticas o “neurosinaptosomas” 
(NS) aislados de ratones sin patología (WT) o que contienen formas fosforiladas de tau (TAU 
P301S). Sin embargo, cuando dichas estructuras contienen Abeta (de ratones APP), los 
astrocitos disminuyen su eficiencia tanto de fagocitosis como de degradación, por lo que las 
distrofias y el Abeta que contienen se mantienen más tiempo acumulados en su interior. 
Nosotros pensamos que el propio Abeta presente en las neuritas distróficas es 
probablemente el principal responsable de la disminución en la capacidad fagocítica de los 
astrocitos, ya que hemos comprobado experimentalmente que un tratamiento previo de 
neurosinaptosomas sin patología (WT) con Abeta oligomérico soluble, produce igualmente 
una disminución en la eficiencia de fagocitosis. Además, en este sentido se ha descrito que 
el Abeta42 puede inducir disfunción de los procesos de autofagia y de degradación lisosomal 
(Ling y col. 2009; Ling y Salvaterra, 2011).  
A pesar de que se considera que la microglia es la principal célula con funciones fagocíticas 
en el SNC, algunos autores han mostrado mayor eficiencia en la captación de Abeta por los 
astrocitos que por la microglía (Nielsen y col. 2010; Söllvander y col. 2016). En relación con 
la fagocitosis de neuritas distróficas, se ha demostrado en un modelo APP/PS1 que la 




2016). En este sentido, nuestros resultados corroboran que la microglía en cultivo, al igual 
que los astrocitos, fagocita de manera altamente eficiente estas estructuras distróficas. Sin 
embargo, y contrario a lo que ocurre en las células astrogliales, no hemos observado 
disminución de la capacidad fagocítica microglial de distrofias ricas en Abeta.  
Numerosos estudios muestran que tanto neuronas como astrocitos y microglía son capaces 
de fagocitar Abeta (Mohamed y Posse de Chaves, 2011; Cheung y col. 2014; Zandl-Lang y 
col. 2018). Los astrocitos, con el fin de limitar el avance de la patología amiloide, son 
capaces de aclarar distintas formas del péptido Abeta tanto in vitro como in vivo (este 
trabajo; Gómez-Arboledas y col. 2018; Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018; Nagele y col. 
2003; Wyss-Coray y col. 2003; Osborn y col. 2016) a través de distintos mecanismos: i) 
mediante su fagocitosis y degradación lisosomal (Lee y Landreth, 2010; Ries y Sastre, 2016; 
Xiao y col. 2014; Garwood y col. 2016; Verkhratsky y col. 2010), ii) mediante la liberación de 
enzimas degradadoras de Abeta (Ries y Sastre, 2016; Miners y col. 2008; Verkhratsky y col. 
2010; Mohajeri y col. 2002; Apelt y col. 2003; Acosta y col. 2017; Yin y col. 2006), iii) 
mediante su participación en el “sistema glinfático” (Nedergaard, 2013) a través de la AQP4 
localizada en su membrana (Iliff y col. 2012; Ries y Sastre, 2016; Perez-Nievas y Serrano-
Pozo, 2018; Zenaro y col. 2017). La astroglía expresa una amplia variedad de receptores 
fagocíticos capaces de reconocer al péptido amiloide, como CD36, CD47, LRP1 (del inglés 
“low density lipoprotein receptor-related protein”) SCARB1, RAGE (del inglés receptor for 
advanced glycation end products), TLRs, receptores de acetilcolina, scavenger receptors, etc 
(Sokolowski y col. 2011; Jones y col. 2013; Li y col. 2014; Villarreal y col. 2014; Batarseh y 
col. 2016; Jones y col. 2013; González-Reyes y col. 2017). La elevada expresión astrocitaria 
de ApoE también está relacionada con la captación e internalización de Abeta, ya que ambos 
parecen competir por las mismas vías de internalización (Nielsen y col. 2010; Mulder y col. 
2014; Osborn y col. 2016). Sin embargo, se ha sugerido que todos estos procesos podrían 
estar alterados en la patogénesis de la EA (Wyss-Coray y col. 2003; Guénette, 2003).  
La implicación de la vía lisosomal en la degradación intracelular de Abeta se ha demostrado 
en el modelo amiloidogénico PS1/APP tras estimular la biogénesis de los lisosomas con el 
factor de transcripción EB, y comprobar que se reduce la carga amiloide (Xiao y col. 2014). 
En este sentido, nuestros resultados muestran que las formas monoméricas de Abeta son 
fácilmente procesadas por los astrocitos tras su fagocitosis; sin embargo, las formas 
oligoméricas se acumulan durante más tiempo en su interior, lo que parece indicar que 
estas formas del péptido están alterando de alguna manera los sistemas de degradación. 
Aunque se sabe que los astrocitos son capaces de captar Abeta y degradarlo de manera 
eficiente en los lisosomas (Shaffer y col. 1995; Wyss-Coray y col. 2003; Nielsen y col. 2009), 
se ha comprobado recientemente que la acumulación intracellular prolongada de 
protofibrillas de Abeta en los astrocitos produce disfunción de su sistema endocítico-
lisosomal (Söllvander y col. 2016). Apoyando estos resultados, otros autores han 




(Stenovec y col. 2016). Además, la acumulación extracelular de Abeta se ha asociado a una 
disminución de los mecanismos de eliminación o degradación de dicho péptido (Son y col. 
2016). Curiosamente, en este sentido, se ha demostrado que el ácido acetil salicílico induce 
la biogénesis de lisosomas en un modelo murino de EA, y aumenta la captación y la 
degradación de Abeta en astrocitos in vitro, por lo que disminuye el contenido total de Abeta 
(Chandra y col. 2018). Por lo tanto, estimular la biogénesis de lisosomas y su acidificación 
podría ser una estrategia para potenciar la degradación lisosomal tanto de Abeta como de 
las distrofias neuríticas ingeridas por los astrocitos.  
Nuestros resultados a este respecto demuestran, mediante inmunocitoquímica y 
microscopía electrónica, que los astrocitos internalizan el Abeta o el fosfo-tau presentes en 
los neurosinaptosomas, ya que ambas proteínas se localizan en el interior de estructuras 
vesiculares, que parecen ser endosomas o lisosomas, encargadas de digerir el material 
fagocitado. En concreto, el fosfo-tau aparece en las imágenes en un proceso de degradación 
más avanzado que el Abeta. Sin embargo, en los astrocitos que fagocitan distrofias 
neuronales ricas en Abeta, existen numerosas inclusiones citoplasmáticas de carácter 
aparentemente patológico, que son muy diferentes a las inclusiones de aspecto fagocítico (ej. 
estructuras lisosomales) que aperecen cuando fagocitan neurosinaptosomas sin Abeta. 
Además, el Abeta se localiza en el interior de multitud de estructuras electrodensas y 
vesiculares, pero no colocalizan con las estructuras LC3B positivas (autofagosomas), lo que 
indica que esta proteína podría almacenarse, además, en otros compartimentos o 
estructuras vesiculares diferentes. Algunos autores postulan que la principal causa por la 
que los astrocitos pierden capacidad para digerir el material fagocitado son los anillos de 
actina que aparecen alrededor de los fagosomas, ya que parecen impedir físicamente la 
fusión de los fagolisosomas (Lööv y col. 2015). En este sentido, nuestras imágenes de 
microscopia electrónica en animales APP/PS1 muestran numerosas neuritas distróficas 
fagocitadas rodeadas totalmente de filamentos gliales (filamentos intermedios) (Gómez-
Arboledas y col. 2018) que, junto a las inclusiones citoplasmáticas también observadas, 
podrían explicar la reducida capacidad astroglial para la fusión de los lisosomas y, en 
última instancia, para la degradación del propio Abeta oligomérico y de las distrofias 
internalizadas ricas en Abeta. Es más, la entrada masiva de Abeta u otras proteínas en los 
lisosomas podría exceder su capacidad de degradación y causar la desregulación de su 
actividad (Gwon y col. 2018; Ling y col. 2009; Song y col. 2011). Aunque no se conoce el 
mecanismo exacto, el Abeta puede ocasionar la ruptura de lisosomas y la liberación de su 
contenido, que se acumularía en otros compartimentos celulares como mitocondrias, 
cuerpos multivesiculares e incluso en el citoplasma (Friedrich y col. 2010; Umeda y col. 
2011; Gwon y col. 2018; Kandimalla y col. 2009). Es más, las alteraciones en el flujo 
autofágico originadas, entre otros factores, por la acumulación de Abeta en los lisosomas, 
parecen ser mediadoras del daño neuronal típico de la EA (Pickford y col. 2008; Caccamo y 




favorecer la formación de semillas amiloides y participar, así, en su agregación y 
neurotoxicidad asociadas (Hu y col. 2009; Poduslo y col. 2012). Por tanto, el hecho de que 
los astrocitos tengan dificultad para degradar las formas oligoméricas de Abeta podría ser 
un determinante de su toxicidad.  
En resumen, la fagocitosis de NS que contienen Abeta, además de ser más lenta que la 
fagocitosis de NS sin patología o con fosfo-tau, se produce de una manera aberrante, lo que 
implica la generación de numerosas estructuras vesiculares y la acumulación mantenida de 
Abeta en el interior de los astrocitos. Esta alteración en la vía autofagocítica/lisosomal de 
los astrocitos podría provocarles mayores daños a nivel molecular y/o funcional. Aunque la 
fagocitosis y procesamiento de Abeta por los astrocitos podría representar un intento para 
proteger al entorno del efecto tóxico de este péptido, las alteraciones en estos procesos 
podrían explicar la reducción en el aclaramiento tanto de Abeta como de las distrofias 
neuríticas que se encuentran alrededor de las placas. Nuestros resultados en el modelo 
amiloidogénico APP/PS1 muestran que, a pesar de que contienen numerosas placas 
amiloides y distrofias neuríticas, los astrocitos reactivos sólo internalizan alrededor de un 
7% de las neuritas distróficas existentes y, posteriormente, no realizan una degradación 
eficiente de las mismas (Gómez-Arboledas y col. 2018), lo que refleja una importante pérdida 
en la capacidad de los astrocitos para internalizar y eliminar estructuras aberrantes con 
patología amiloide. Además, estos datos apoyan la hipótesis de que la disfunción astroglial 
en condiciones patológicas podría contribuir a la progresión de la EA y otras enfermedades 
neurodegenerativas (Lööv y col. 2015; Masgrau y col. 2017; Acosta y col. 2017). Aunque 
faltan muchas incógnitas por resolver sobre el papel de los astrocitos en la progresión de la 
patología de Alzheimer, su disfunción podría implicar una disminución del soporte 
homeostático astroglial, con graves consecuencias para el rendimiento y la supervivencia de 
las neuronas, así como para la actividad funcional de las sinapsis (Coleman y col. 2004; 
Rodríguez-Arellano y col. 2016). 
Por tanto, nos propusimos estudiar las repercusiones de la alteración fagocítica de los 
astrocitos mediada por el péptido beta-amiloide, sobre la respuesta inflamatoria de los 
mismos. Como ya hemos discutido previamente, los astrocitos sufren un proceso de 
activación o astrogliosis ante cualquier insulto agudo o crónico en el SNC (Sofroniew y 
Vinters, 2010; Osborn y col. 2016; Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018; Verkhratsky y col. 
2010), contribuyendo así a la neuroinflamación (Leyns y Holtzman, 2017). Tanto las formas 
solubles de Abeta oligomérico como de tau fosforilado provocan una activación inflamatoria 
en los astrocitos, caracterizada por el aumento de TNF, IL1b, IL6, iNOS y CCL2, entre otros 
(este trabajo; Zhang y col. 2010; Zhang y Jiang, 2015; Ubogu y col. 2006; Heneka y 
O’Banion, 2007; Simic y col. 2000; Litvinchuk y col. 2018; Carrero y col. 2012; Medeiros y 
LaFerla, 2013; Morales y col. 2014; Laurent y col. 2018). Nuestros datos muestran que los 
neurosinaptosomas de ratones WT o TAU P301S también provocan una marcada activación 




ricos en Abeta. Estos resultados parecen indicar que los astrocitos con distrofias neuríticas 
ricas en Abeta, sufren cambios a nivel transcripcional y/o funcional independientes de la 
activación pro-inflamatoria. Dada la gran diversidad funcional y molecular de los astrocitos 
(Zamanian y col. 2012; Liddelow y col. 2017; John Lin y col. 2017; Sosunov y col. 2014; 
Chai y col. 2017), es probable que los que poseen actividad fagocítica sean un subtipo de la 
población total. Recientemente, se han descrito hasta 5 subpoblaciones astrogliales, de las 
cuales la tipo C está enriquecida en genes relacionados con la actividad sináptica, y las B y 
C muestran numerosos genes asociados a procesos fagocíticos (John Lin y col. 2017). No se 
conoce la contribución concreta de cada subtipo astroglial en la EA. Se ha demostrado que 
otras células fagocíticas como los macrófagos, readaptan su metabolismo para poder llevar a 
cabo sus funciones, por ejemplo, activan la captación de glucosa y la glucólisis aeróbica, la 
liberación de lactato, e inhiben la fosforilación oxidativa y la oxidación de ácidos grasos 
(Morioka y col. 2018). Por ello, sería interesante realizar un análisis del estado metabólico y 
posible disfuncionalidad de los astrocitos tras la fagocitosis de las distrofias neuríticas que 
contienen Abeta.  
Por último, también hemos estudiado en este trabajo si la respuesta astroglial tras la 
fagocitosis de las diferentes distrofias neuronales, tiene efectos sobre la microglia y las 
neuronas in vitro. Recientemente se ha descrito que la alteración en la comunicación 
cruzada entre astroglia y microglia parece participar en la progresión de la EA (Perez-Nievas 
y Serrano-Pozo, 2018). Diversos estudios relacionan la activación microglial con la 
potenciación de la respuesta neurotóxica astroglial, ya que señales secretadas por la 
microglía activa (IL1b, TNF y C1q) pueden co-activar a los astrocitos y transformar su 
fenotipo neuroprotector (A2) a neurotóxico (A1) (Liddelow y Barres, 2017; Shi y col. 2017b), 
potenciando, en última instancia, la disfunción y muerte neuronal (Leyns y Holtzman, 
2017). También, y de manera inversa, puede ocurrir que los astrocitos reactivos modulen el 
fenotipo microglial (Colonna y Butovsky, 2017), como se ha descrito en algunos modelos de 
amiloidosis o de taupatías (Colonna y Butovsky, 2017; Rajendran y Paolicelli, 2018). Por 
ello, también hemos estudiado en este trabajo si la respuesta astroglial tras la fagocitosis de 
las diferentes distrofias neuronales, tiene efectos sobre la microglia y las neuronas in vitro. 
Para ello, y en primer lugar analizamos si estos astrocitos modulan la activación de la 
microglía. Nuestros resultados al respecto revelan que los cultivos de microglía primaria sólo 
se activan en respuesta a los neurosinaptosomas ricos en Abeta, pero no con los 
procedentes de animales WT o TAU P301S (con fosfo-tau). Sin embargo, cuando usamos los 
medios condicionados por astrocitos previamente tratados con neurosinaptosomas, no se 
produce en ningún caso activación microglial, al menos tras un tratamiento agudo. Por lo 
tanto, la respuesta astroglial a las distrofias neuronales no parece modular la microglía a 
corto plazo. Serían necesarios ensayos crónicos para comprobar qué ocurre a largo plazo.  
En resumen, las distrofias ricas en Abeta contribuyen a la neuroinflamación mediante 




median la activación astroglial asociada a la EA. Hasta donde conocemos, estos son los 
primeros resultados sobre la relación de los astrocitos con distrofias neuronales y microglía, 
por lo que sería interesante profundizar en la relación recíproca entre ambos tipos celulares 
y su implicación en la progresión de la EA (Rajendran y Paolicelli, 2018).  
Respecto a la toxicidad neuronal, nuestros resultados previamente descritos demuestran 
que tanto las formas solubles de Abeta oligomérico como de tau fosforilado son tóxicas para 
las neuronas, y que dicho efecto se revierte por la mediación de los astrocitos en el caso de 
la toxicidad mediada por Abeta, pero no en la desencadenada por fosfo-tau soluble. En este 
sentido, al utilizar los neurosinaptosomas, observamos que sólo aquellos con Abeta resultan 
tóxicos para las neuronas primarias en cultivo. Sin embargo, cuando estudiamos el efecto 
indirecto de los astrocitos con dichos neurosinaptosomas, no se observa efecto tóxico 
alguno, por lo que concluimos que los astrocitos tras fagocitar neurosinaptosomas siguen 
siendo capaces de mantener la supervivencia neuronal (Meyer-Franke y col. 1995; Pfrieger y 
Barres, 1997). En definitiva, estos resultados parecen indicar que los astrocitos, a pesar de 
tener dificultades para fagocitar y degradar las distrofias neuríticas con Abeta, no pierden 
su capacidad de proteger al entorno celular del efecto inflamatorio y citotóxico de dichas 
estructuras aberrantes, ni adquieren un fenotipo neurotóxico que provoque muerte 
neuronal.  
Podemos resumir las principales conclusiones de este apartado: i) parece, pues, que el Abeta 
es el responsable de la disminución de la capacidad de fagocitosis y degradación de 
distrofias neuronales por los astrocitos, y de la activación proinflamatoria de la microglía y 
la toxicidad neuronal causadas por dichas distrofias; ii) los astrocitos, independientemente 
de su respuesta ante los neurosinaptosomas, mantienen sus funciones protectoras y 
beneficiosas y no ejercen efectos negativos sobre la microglía y las neuronas; y iii) las 
distrofias ricas en Abeta localizadas alrededor de las placas de Abeta, junto con los circuitos 
astrogliales, microgliales y neuronales, tienen importantes implicaciones en el aprendizaje, 
la memoria (Chung y col. 2013; Verkhratsky y col. 2010) y, probablemente, en la patología 
de Alzheimer. 
Por último, cabe destacar que este es el primer estudio que describe el aclaramiento 
fagocítico de las neuritas distróficas mediado por los astrocitos reactivos que rodean las 
placas amiloides, tanto in vitro como en el modelo APP/PS1 y en pacientes de Alzheimer. A 
pesar de los numerosos estudios existentes en relación con la actividad fagocítica de los 
astrocitos, no existen trabajos previos en los que se reporte la internalización y degradación 
de las neuritas distróficas características de la EA. Aún así, son necesarios más estudios 
para entender mejor las consecuencias fisiológicas (beneficiosas o perjudiciales) de la 
fagocitosis anómala de Abeta y distrofias neuríticas por parte de los astrocitos reactivos. 
Nuestros datos apoyan la idea de que esta capacidad fagocítica puede verse afectada 




fagocítica y de los sistemas de degradación de los astrocitos como un mecanismo patológico 
que influye en la progresión de la enfermedad. El aumento o la restauración de su 
capacidad fagocítica podrían constituir una novedosa terapia para el tratamiento de la EA. 
4. CARACTERIZACIÓN “IN VIVO” DE LOS ASTROCITOS EN LA EA 
A pesar de que en el cerebro de pacientes de Alzheimer y de modelos murinos de la 
enfermedad se produce una activación astroglial generalizada (este trabajo; Verkhratsky y 
col. 2010; Rodríguez-Arellano y col. 2016; Garwood y col. 2016; Heppner y col. 2015; 
Heneka y col. 2014, 2015a, 2015b), no se conoce en detalle el estado y función de los 
astrocitos activos en la progresión de la patología. La astroglía reactiva podría mediar 
funciones neuroprotectoras tras la liberación de factores neurotróficos o, por el contrario, 
secretar citoquinas proinflamatorias y contribuir a una respuesta inflamatoria de carácter 
citotóxico (Avila-Muñoz y Arias, 2014; Verkhratsky y col. 2014; Heppner y col. 2015; Heneka 
y col. 2015; Bagyinszky y col. 2017; Liddelow y col. 2017). Como reflejan nuestros 
resultados obtenidos con cultivos de astrocitos, su activación pro-inflamatoria y/o, 
sobretodo, la deficiencia de sus funciones neuroprotectoras parecen mediar la disfunción 
neuronal y sináptica típicas de la patología de Alzheimer. 
Por tanto, para establecer los perfiles funcionales y moleculares de los astrocitos, y su 
repercusión en la patología de la EA, en este trabajo hemos caracterizado los perfiles 
transcriptómicos de los astrocitos reactivos in vivo procedentes de distintos modelos 
murinos de la enfermedad, así como de muestras postmortem de pacientes de Alzheimer.  
4.1. Caracterización transcriptómica de los astrocitos en distintos modelos de 
la EA 
Diversos grupos investigadores han realizado estudios transcriptómicos de uno o varios 
tipos celulares cerebrales para entender su función en diversas enfermedades 
neurodegenerativas (Rossner y col. 2006; Lovatt y col. 2007; Cahoy y col. 2008; Doyle y col. 
2008; Wylie y col. 2010; Bracko y col. 2012; Lerch y col. 2012; Beutner y col. 2013; Chiu y 
col. 2013; Orre y col. 2014a, 2014b; Zhang y col. 2014). Respecto a la población astroglial, 
recientemente se han descrito dos fenotipos funcionales, denominados A1 y A2, basados en 
la clasificación de los fenotipos microgliales M1/M2; a A1 se le atribuyen propiedades 
inflamatorias y citotóxicas, mientras que A2 es de carácter neuroprotector (Simpson y col. 
2011; Zamanian y col. 2012; Liddelow y col. 2017; Liddelow y Barres, 2017). Esta 
clasificación se estableció después de analizar el perfil transcriptómico de astrocitos tras 
una inyección de LPS (A1), que mimetiza la infección bacteriana, y tras una isquemia 
cerebral (MCAO, del ingés “Middle Cerebral Artery Occlusion”) (A2) (Zamanian y col. 2012; 
Liddelow y col. 2017). Nuestros resultados a este respecto revelan que los astrocitos aislados 
del cerebro de los modelos amiloidogénico, APP, y de taupatía, TAU P301S, no se asemejan a 




neuroprotector. Sin embargo, sí están reactivos con ambas patologías, ya que muestran 
aumento de diversos genes característicos de la respuesta “pan” astroglial (Liddelow y col. 
2017; Liddelow and Barres 2017). Estos resultados en principio, no concuerdan con la 
presencia de astrocitos A1 descrita en la EA y otras enfermedades neurodegenerativas, como 
la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Huntington, la esclerosis lateral amiotrófica y 
la esclerosis múltiple (Liddelow y col. 2017; Shi y col. 2017b). Para explicar esta posible 
discrepancia hay que tener en cuenta que, en este trabajo, hemos analizado conjuntamente 
los astrocitos aislados del hipocampo y de la corteza cerebral de los ratones usados como 
modelos de patología Abeta y tau, por lo que podríamos estar perdiendo información de los 
astrocitos en cada región celular independientemente. En este sentido, se ha descrito en 
animales viejos que los astrocitos del hipocampo y del estriado sobreexpresan mayor 
número de genes reactivos tipo A1 que los astrocitos corticales, lo que es lógico porque 
ambas son las regiones más vulnerables al declive cognitivo (Clarke y col. 2018; Saxena y 
Caroni, 2011; Burke y Barnes, 2006). En cambio, los astrocitos corticales aislados de un 
modelo amiloidogénico (APPswe/PS1dE9) parecen tener mayor similitud con el perfil 
transcriptómico de astrocitos A2 que con el de astrocitos A1. Además es llamativo que estos 
astrocitos corticales tienen un mayor número de genes down-regulados que 
sobreexpresados (Orre y col. 2014b), al igual que ocurre con los genes de los astrocitos en 
nuestros modelos animales APP y TAU P301S.  
Sin embargo, la simple división en dos fenotipos astrogliales contrapuestos, probablemente 
no englobe la diversidad real de los posibles fenotipos astrogliales (Masgrau y col. 2017). 
Recientemente se ha descrito gran heterogeneidad morfológica, funcional y molecular de los 
astrocitos en función de su localización cerebral y su expresión proteica (John Lin y col. 
2017; Chai y col. 2017; Haim y Rowitch, 2017; Sosunov y col. 2014), cuyos perfiles cambian 
también con la edad (Boisvert y col. 2018). El estudio e interpretación de la diversidad 
molecular y funcional de los astrocitos en condiciones normales y/o patológicas representa 
uno de los principales retos de la investigación actual sobre el SNC (Haim y Rowitch, 2017).  
Nuestros resultados sobre el perfil transcriptómico de los astrocitos de animales 
amiloidogénicos APP, y TAU P301S muestran la activación de una respuesta pro-
inflamatoria, al igual que la que se produce en cultivos de astrocitos primarios tras el 
tratamiento agudo con Abeta oligomérico y/o fosfo-tau soluble. Por tanto, los astrocitos 
reaccionan tanto a la acumulación de Abeta como de tau hiperfosforilado, con una 
respuesta inmune o neuroinflamatoria, que conlleva la liberación de citoquinas (Jensen y 
col. 2013; Farina y col. 2007), y que forma parte del espectro de cambios característicos de 
la astrogliosis (Sofroniew, 2009). Además, la activación del complemento observada puede 
llevar también a albergar otras funciones celulares incluyendo la propia liberación de 
citoquinas proinflamatorias (Leyns y Holtzman, 2017). En concordancia con estos 
resultados, los astrocitos aislados por Orre y col. (2014a), a partir del modelo APPswe/PS1dE9, 




respuesta inflamatoria en general, como la señalización de receptores TLRs, cascada del 
complemento y la activación de la coagulación. En concreto, la implicación de la activación 
de la cascada del complemento por los astrocitos en la EA se discutirá más adelante 
(Apartado D4.4).  
En ambos modelos, también observamos el enriquecimiento de la “percepción sensorial de 
estímulos químicos” (http://software.broadinstitute.org/gsea/index.jsp). Los astrocitos son 
capaces de detectar y responder a cambios en los niveles del parénquima cerebral de 
sustratos metabólicos (O2 y glucosa), productos de desecho metabólico (CO2) e, incluso, 
hormonas metabólicas involucradas en el control del equilibrio energético (Marina y col. 
2017; Angelova y col. 2015; Howarth y col. 2017). En la EA, se producen anormalidades 
astrocíticas en la unidad neurovascular que causan alteraciones en la integridad de la BHE 
(Liu y col. 2014; Verkhratsky y col. 2010; Kalaria, 2000), además de deposición de Abeta 
sobre la vasculatura cerebral (angiopatía amiloide cerebral o CAA) y, con todo ello, 
alteraciones en el mantenimiento de la homeostasis cerebral (Ries y Sastre, 2016; Perez-
Nievas y Serrano-Pozo, 2018). De hecho, la disminución en la perfusión sanguínea y la 
hipoxia parecen aumentar el riesgo de padecer EA (Vermeer y col. 2003). Por lo tanto, el 
enriquecimiento de dicho proceso biológico en los astrocitos de ratones APP y TAU P301S, 
podría indicar un intento por tratar de sensar los nutrientes y demás componentes que 
provienen del torrente sanguíneo, para el mantenimiento de la homeostasis del SNC, 
tratando de garantizar la funcionalidad y viabilidad neuronal (Kisler y col. 2017; González-
Reyes y col. 2017; Fu y Jhamandas, 2014; Verkhratsky y col. 2010; Marina y col. 2017).  
No obstante, existe una gran cantidad de genes down-regulados en los astrocitos aislados de 
ambos modelos, la mayoría de ellos implicados en el metabolismo energético celular. Los 
astrocitos son importantes en el metabolismo energético cerebral, para el apoyo energético 
de las neuronas y otras células del SNC (Kisler y col. 2017; González-Reyes y col. 2017; Fu y 
Jhamandas, 2014; Verkhratsky y col. 2010; Marina y col. 2017), ya que son capaces de 
captar la glucosa, metabolizarla a lactato durante la glucólisis aeróbica (Zhang y col. 2014; 
Vaishnavi y col. 2010) y distribuirlo a las neuronas para satisfacer sus demandas 
metabólicas (Kumar y Morrison, 2018; Jiang y col. 2013; Cloughesy y col. 2014). De hecho, 
los astrocitos muestran altas velocidades glucolíticas, tanto in vitro como in vivo (Lebon y 
col. 2002; Itoh y col. 2003; Bouzier-Sore y Pellerin, 2013). Por lo tanto, una alteración de su 
capacidad glucolítica y metabólica, en general, podría influir en las funciones neuronales 
(Allaman y col. 2010) y potenciar los daños asociados a los déficits cognitivos de la EA. De 
hecho, se sabe que defectos en el metabolismo general correlacionan con la progresión de la 
EA (Konttinen y col. 2018), así como en otras patologías, como la esquizofrenia y los 
trastornos bipolares (Jouroukhin y col. 2018; Zhang y col. 2015; Dean y col. 2016; Callaly y 
col. 2015). En concreto, se ha observado que los astrocitos de ratones transgénicos modelos 
de EA sufren una reducción de su capacidad glucolítica en respuesta a Abeta, debida en 




(Mct1 y Mct2) (González-Reyes y col. 2017; Acosta y col. 2017), produciéndose así 
deficiencias de aprendizaje y memoria (Lu y col. 2015). En nuestros resultados, los 
astrocitos aislados de ratones con patología Abeta o tau también muestran una disminución 
de la expresión del receptor Glut1 (o Slc2a1). Es más, la disminución crónica en la captación 
de glucosa podría ser la responsable de la consecuente disminución de la producción de 
lactato, pero también de la glucolisis y la fosforilación oxidativa (Jouroukhin y col. 2018). 
Aunque el principal consumo de energía astroglial ocurre a través de la glicólisis, el 20% de 
la energía se produce por la oxidación de ácidos grasos o FAO (del inglés, “fatty acid 
oxidation”) (Konttinen y col. 2018). En este sentido, la glucólisis está alterada (Bigl y col. 
2003), pero también la oxidación de ácidos grasos se encuentra reducida en el cerebro de 
pacientes de Alzheimer (Ciavardelli y col. 2016) y en astrocitos de ratones amiloidogénicos 
APP/PS1, lo que parece producir daños en la neurogénesis y la diferenciación neuronal en el 
hipocampo (Konttinen y col. 2018). La expresión del gen que codifica para la enzima Cpt1A 
(del inglés, “carnitine palmitoyltransferase 1A”), enzima limitante que cataliza la 
transferencia de ácidos grasos al interior de la mitocondria (Blazquez y col. 1999; Jernberg y 
col. 2017), se encuentra disminuida en los astrocitos de ratones APP y TAU P301S 
analizados en este trabajo. La inhibición de la FAO aumenta el estrés oxidativo e induce la 
acumulación de Abeta in vitro e in vivo (Shi y col. 2016). De manera similar, la 
potenciaciación de la FAO se ha relacionado con mejoras en la memoria (Gibbs y col. 2009) 
y un aumento en la neurogénesis (Stoll y col. 2015).  
Además, también hemos observado una disminución significativa en la expresión de 
muchos genes implicados en la síntesis de colesterol (como Hmgcr, Dhcr7, Dhcr24, ApoE, 
Ldlr), en los astrocitos de ambos modelos transgénicos estudiados. Otros autores también 
han observado esta disminución en astrocitos aislados durante el envejecimiento, con una 
reducción significativa en la expresión de la enzima limitante Hmgcr (Boisvert y col. 2018), o 
aislados del modelo amiloidogénico APPswe/PS1dE9 (ApoE y Ldlr) (Orre y col. 2014a). Los 
astrocitos son la principal fuente de síntesis de lípidos en el cerebro y le proporciona 
colesterol a las neuronas, que es esencial para la formación de dendritas neuronales, la 
formación de vesículas sinápticas y, con ello, la función presináptica durante el desarrollo 
(Mauch y col. 2001). Por lo tanto, una deficiencia en la producción de colesterol causada por 
los astrocitos podría inhibir la liberación de neurotransmisores y la disminución de las 
funciones sinápticas (Mauch y col. 2001; Deijk y col. 2017).  
Además de estos aspectos metabólicos, los procesos biológicos que disminuyen más 
significativamente en los astrocitos de ratones APP y TAU P301S son aquellos implicados en 
la fase 3 del metabolismo, lo que parece indicar una disminución del correcto 
funcionamiento mitocondrial. Es más, la oxidación defectuosa de ácidos grasos y la 
alteración mitocondrial correlacionan con la neurodegeneración en el hipocampo y los 




observado que el alelo 2 de ApoE, cuyo efecto neuroprotector está ampliamente descrito 
(Wu y Zhao, 2016), potencia la actividad glucolítica y la respiración mitocondrial, mientras 
que el alelo 4 ejerce el efecto contrario (Wu y col. 2018). En concreto, los depósitos 
extracelulares de Abeta42 pueden causar estrés oxidativo, inflamación y disfunción 
mitocondrial (Lin y Beal, 2006; Trushina y McMurray, 2007; Vallés y col. 2008), ya que el 
Abeta42 entra en la mitocondria, causando un aumento de ROS, la interrupción de la 
cadena de transporte electrónico y el bloqueo de la producción de ATP (Vallés y col. 2010; 
Reddy y Beal, 2008).  
La hipoxia provoca un cambio metabólico celular hacia la glucólisis, además de ser un 
fuerte inductor de la mitofagia (Zhang y col. 2008). Se ha sugerido que los astrocitos tienen 
una vía de señalización sensible a hipoxia, que lleva a la inhibición de la respiración 
mitocondrial, aumento de la producción de radicales libre y reclutamiento de Ca2+ desde los 
almacenamientos intracelulares, entre otros (Marina y col. 2017). Sin embargo, en los 
ratones APP y TAU P301S no parece que se produzca una respuesta a hipoxia en los 
astrocitos, ya que no aumenta el metabolismo de la glucosa, sino todo lo contrario. Es más, 
estos astrocitos muestran una disminución en la expresión de Hif-1, el cual regula la 
expresión de NIX (un regulador de la mitofagia programada) en varios tipos celulares 
cancerígenos, macrófagos asociados a tumores y células endoteliales (Sowter y col. 2001; 
Ney, 2015).  
Además, algunas células fagocíticas, como los macrófagos tipo M1 (O’Neill y Pearce, 2016) o 
incluso las células cancerígenas (Domenech y col. 2015), sufren una diferenciación hacia un 
programa genético glucolítico, con disminución simultánea de genes relacionados con la 
fosforilación oxidativa, la FAO y la síntesis de colesterol, para llevar a cabo procesos de 
eferocitosis (fagocitosis de células apoptóticas) (Morioka y col. 2018) o mitofagia 
(degradación de mitocondrias) (Esteban-Martínez y col. 2017), entre otros. Los macrófagos 
M2, por el contrario, dependen principalmente de la fosforilación oxidativa (Rodriguez-
Prados y col. 2010; Izquierdo y col. 2015; Jha y col. 2015). Sin embargo, aunque los 
astrocitos de nuestros modelos transgénicos comparten muchas de estas alteraciones 
metabólicas, no muestran un aumento del metabolismo glucídico, por lo que no sufren esta 
característica reprogramación metabólica.  
Por otro lado, los macrófagos, en condiciones de hipercolesterolemia, sufren una 
disminución en numerosas rutas metabólicas, como la biosíntesis de colesterol (sobretodo el 
gen de la enzima Dchr24; Spann y col. 2012), la respiración mitocondrial, la vía de las 
pentosas fosfato y la respuesta al estrés oxidativo, contribuyendo también a sus respuestas 
inflamatorias (Baardman y col. 2018). Es más, estos macrófagos, aunque todavía producían 
considerables cantidades de citoquinas inflamatorias, lo hacían en menor cantidad que los 
macrófagos “normales” bajo su activación con LPS (Baardman y col. 2018). Esta respuesta 




transgénicos, por lo que sería interesante dilucidar cuál es la causa y consecuencias de esta 
respuesta astroglial ante la patología de Alzheimer.  
En definitiva, los astrocitos parecen sufrir más un proceso de hipometabolismo o disfunción 
metabólica, que un cambio fenotípico concreto. El declive general de la capacidad 
homeostática durante el envejecimiento correlaciona con los mecanismos moleculares de 
estrés oxidativo, inflamatorio y metabólico, que preceden a la proteinopatía en fases 
tempranas de la EA (Galimberti y Scarpini, 2011). De hecho, en las regiones más 
susceptibles, como el hipocampo y el estriado, las neuronas parecen ser más sensibles a las 
alteraciones metabólicas, así como al estrés oxidativo, a la agregación proteica, a la 
inestabilidad mitocondrial y a la desregulación de la homeostasis iónica (Saxena y Caroni, 
2011; Mattson y Magnus, 2006). En definitiva, las alteraciones en el metabolismo energético 
de las células astrogliales podrían ser la base de diversas enfermedades neurodegenerativas, 
trastornos psiquiátricos y neuropatías periféricas (Kumar y Morrison, 2018). 
Además de las alteraciones metabólicas mencionadas, en este trabajo también hemos 
observado que disminuye la expresión de muchos genes implicados en funciones de 
desarrollo y diferenciación de varios tipos celulares, estructuras neuronales (como espinas 
dendríticas y axones) y regiones cerebrales, en general. De hecho, aunque los astrocitos 
tienen un papel esencial para la funcionalidad cerebral, su capacidad neuroprotectora 
disminuye durante el envejecimiento, jugando papeles críticos en las alteraciones 
neurológicas relacionadas con el envejecimiento (Rodríguez-Arellano y col. 2016; Alarcón-
Aguilar y col. 2014; Jiang y Cadenas, 2014). En el modelo amiloidogénico APPswe/PS1dE9, el 
fenotipo reactivo “crónico” de los astrocitos también coincide con una reducción de la 
expresión de genes relacionados con sus funciones fundamentales, como la biosíntesis de 
colesterol, el soporte neuronal, la regulación del desarrollo y la diferenciación neuronal, y la 
transmisión sináptica o del impulso nervioso, (Orre y col. 2014a). Además, esta disfunción 
astroglial puede no estar restringida únicamente a los astrocitos reactivos que rodean las 
placas de Abeta, sino que existen evidencias de una disfunción astroglial en astrocitos 
GFAP-positivos aislados de tejido humano de pacientes de Alzheimer (Simpson y col. 2011). 
Los astrocitos de nuestros modelos, tanto amiloidogénico (APP) como de acumulación de 
formas fosforiladas de tau (TAU P301S), recapitulan los mismos resultados, es decir, un 
aumento de la respuesta inflamatoria, pero, sobretodo, una disfunción astroglial, con 
disminución de sus funciones metabólicas y neuroprotectoras.  
Todo esto nos lleva a plantearnos si los astrocitos se encuentran realmente disfuncionales 
en los modelos transgénicos de la EA, como ya habíamos discutido previamente (Apartado 
D2). De hecho, el envejecimiento es un proceso biológico que se encuentra altamente 
asociado a la disfunción astroglial, produciendo cambios asociados a la homeostasis redox 
y a la respuesta inflamatoria, entre otros (Jiang y Cadenas, 2014; Miller y O'Callaghan, 




tanto, la disfunción de los astrocitos en condiciones patológicas podría significar una 
disminución del soporte homeostático astroglial, teniendo graves consecuencias para la 
actividad y supervivencia de las neuronas, así como para la funcionalidad de las sinapsis 
(Coleman y col. 2004; Rodríguez-Arellano y col. 2016), lo que podría contribuir a la 
progresión de la EA y otras enfermedades neurodegenerativas (Bernhardi, 2007; Lööv y col. 
2015; Masgrau y col. 2017; Acosta y col. 2017). Así pues, los astrocitos juegan un papel 
crítico en la salud cerebral y en las enfermedades neurodegenerativas, como la EA (Sekar y 
col. 2015; Liddelow y col. 2017; Shi y col. 2017b), la demencia (Hallmann y col. 2017) y la 
esclerosis lateral amiotrófica (Nagai y col. 2007; Di Giorgio y col. 2008), ya que los astrocitos 
disfuncionales pueden desencadenar neurodegeneración (Lian y col. 2015; Macauley y col. 
2011; Yamanaka y col. 2008). En este sentido, Bernhardi (2007) propone la “hipótesis de 
desregulación glial”, en el que postula que la inflamación y el estrés celular asociado con el 
envejecimiento son eventos clave en el desarrollo de la EA, a través de la inducción de una 
disfunción glial.  
Es más, una característica clave de la biología del envejecimiento, es la senescencia 
celular, que se caracteriza por una parada irreversible del ciclo celular y un fenotipo 
secretorio distintivo (Hayflick y Moorhead, 1961; Coppé y col. 2008), que contribuye a varias 
enfermedades asociadas con el envejecimiento (Childs y col. 2016; Jeon y col. 2017; Chinta 
y col. 2018). En concreto, se ha relacionado la senescencia astroglial con las enfermedades 
neurodegenerativas (Bhat y col. 2012; Chinta y col. 2013; Tan y col. 2014; Luo y col. 2010). 
Es más, en un modelo murino con patología tau, se ha observado que los astrocitos y la 
microglía sufren este proceso, participando así en el aumento de tau hiperfosforilado y 
NFTs, en la neurodegeneración y en la pérdida cognitiva (Bussian y col. 2018). Por ejemplo, 
se ha observado una fuerte relación entre la presencia de ovillos neurofibrilares y la 
senescencia celular mediante la alteración del estado bioenergético, en el cerebro de 
pacientes de Alzheimer (Musi y col. 2018). La contribución mecanística de las células 
senescentes a la fisiopatología de las enfermedades neurodegenerativas es una cuestión 
común en los últimos años (Bhat y col. 2012; Tan y col. 2014; Luo y col. 2010; Flanary y 
col. 2007; Salminen y col. 2011; Streit y col. 2009).  
El SNC está particularmente expuesto a altos niveles de estrés oxidativo, al cual los 
astrocitos son sensibles y que puede inducir en ellos el fenotipo característico de la 
senescencia: cambios en la morfología celular, aumento del perfil inflamatorio (Coppé y col. 
2008; Crowe y col. 2016; Bussian y col. 2018) y disminución generalizada de genes 
relacionados con la división celular y la diferenciación y desarrollo neuronal y glial, 
principalmente (Crowe y col. 2016; Bitto y col. 2010; Bhat y col. 2012; Aravinthan y col. 
2014). Además, la respuesta inflamatoria podría inducir la oxidación de ARN (Görg y col. 
2008), potenciando así la senescencia celular (Nunomura y col. 2009). La disfunción 
mitocondrial, por ejemplo, es indispensable en la senescencia celular (Correia-Melo y col. 




del ciclo celular, adaptaciones al mantenimiento de la supervivencia, remodelación celular, 
disfunción metabólica y alteración del tejido debido a la secreción de moléculas tóxicas 
(Childs y col. 2016). Muchas de estas características se han descrito en el cerebro de 
pacientes de Alzheimer y en modelos transgénicos (Arendt y col. 1996; Frost y col. 2016), así 
como en astrocitos aislados mediante microdisección láser del cerebro de pacientes de 
Alzheimer (Simpson y col. 2011). De hecho, todos estos cambios coinciden con los 
observados en los astrocitos aislados de ratones APP y TAU P301S, lo que indicaría que los 
astrocitos en ambos modelos transgénicos de la EA podrían encontrarse en un estado 
senescente, causado por la acumulación prolongada de Abeta o de tau hiperfosforilado, 
respectivamente. 
Es decir, estos hallazgos sugieren que la senescencia podría estar contribuyendo a la 
patología del Alzheimer, ya que se ha observado una relación entre la acumulación de 
células senescentes y la pérdida neuronal (Bussian y col. 2018). Por todo ello, es muy 
probable que la intervención o tratamiento de la acumulación de células senescentes podría 
reducir la gravedad de las enfermedades neurodegenerativas. En este sentido, se ha 
observado que el aclaramiento genético (Baker y col. 2011) o farmacológico (Zhu y col. 2015) 
de células senescentes disminuye numerosos signos de patología asociada con el 
envejecimiento (Baker y col. 2011, 2016; Kirkland y col. 2017), incluso con la patología tau 
en modelos murinos de la EA (Bussian y col. 2018). Por lo tanto, los astrocitos senescentes 
podrían ser una buena diana terapéutica para el tratamiento de las patologías 
neurodegenerativas, como la EA.  
En resumen, estos resultados y otros estudios, en general, parecen apoyar la idea de que la 
astrogliosis en la EA implica una ganancia de función inflamatoria neurotóxica y una 
disminución de las capacidades beneficiosas y neuroprotectoras de los astrocitos en la EA 
(Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018), debida al Abeta y/o al fosfo-tau característicos de esta 
enfermedad. En resumen, todo esto apoyaría la hipótesis de que la disfunción o pérdida de 
función astroglial en condiciones patológicas, o incluso un proceso de senescencia, podría 
contribuir a la progresión de la EA y otras enfermedades neurodegenerativas (Lööv y col. 
2015; Masgrau y col. 2017; Acosta y col. 2017; Bernhardi, 2007; Lian y col. 2015; Macauley 
y col. 2011; Yamanaka y col. 2008). Por todo ello, las terapias deberían estar dirigidas a la 
recuperación funcional de la astroglía (Khakh y col. 2017; Masgrau y col. 2017). En última 
instancia, nos planteamos continuar caracterizando las alteraciones de los astrocitos 
aislados de distintos modelos de la EA, mediante estudios metabólicos y funcionales, 
analizando la captación de glucosa, la producción de lactato, la respiración mitocondrial, el 
estrés oxidativo, marcadores de senescencia, capacidad neuroprotectora, etc. 
4.2. Aumento en los niveles de calcio y el estrés oxidativo en las mitocondrias 




Se ha propuesto que la desregulación del calcio es uno de los eventos tempranos en la EA y 
participa en la pérdida sináptica (Khachaturian, 1994; Chakroborty y Stutzmann, 2011), 
resultando en alteración de la plasticidad y degeneración neuronal (Mattson, 2007). De 
hecho, niveles elevados de calcio están funcionalmente relacionados con las principales 
características y factores de riesgo de la EA (Stutzmann, 2007). Además, se ha descrito que 
el estrés oxidativo es una característica común asociada con la exitotoxicidad y la 
inflamación y, por tanto, otra de las características de las enfermedades neurodegenerativas 
como la EA (Miller y O'Callaghan, 2005; Ye y col. 2015; Webster y col. 2015). Las 
mitocondrias se consideran las principales responsables de la sobreproducción de ROS y, 
con ello, del estrés oxidativo (Bernhardi y col. 2015), lo que puede llevar a un grave daño 
oxidativo y a la muerte neuronal (Brennan y col. 2009; Suh y col. 2008a,b). Por tanto, la 
alteración de la función mitocondrial y de la capacidad antioxidante de los astrocitos, en el 
envecimiento, podría contribuir al estrés metabólico y oxidativo que ocurre en el cerebro 
envejecido (Saxena y Caroni, 2011; Mattson y Magnus, 2006), ya que varios de estos 
cambios y daños oxidativos resultan en una pérdida de función celular (Lovell y col. 2001; 
Halliwell, 2006). Así, las células gliales promueven activamente la disfunción neuronal y la 
neurodegeneración (Bernhardi, 2007) a través de mecanismos de estrés oxidativo (Bernhardi 
y col. 2015).  
En concreto, se ha relacionado la toxicidad del péptido Abeta con aumentos localizados de 
los niveles de calcio en muchos modelos amiloidogénicos, sobretodo en las neuronas, 
causando destrucción de mitocondrias y pérdida de espinas dendríticas (Zempel y col. 
2010). Además, también se han identificado neuronas susceptibles en animales 
amiloidogénicos, donde el estrés oxidativo es más acusado en las neuritas cercanas a las 
placas de Abeta, provocando en última instancia la muerte celular (Xie y col. 2013a). Es 
más, las placas de Abeta provocan graves anormalidades estructurales y funcionales de las 
mitocondrias neuronales, como alteraciones en su potencial de membrana y aparición de 
mitocondrias distróficas y fragmentadas (Xie y col. 2013b). Por tanto, existen numerosos 
estudios sobre el aumento de calcio y estrés oxidativo en las neuronas, que tratan de 
entender su implicación en la patología de la EA. Sin embargo, todavía no se conoce cómo 
pueden influir estos parámetros o sus modificaciones en los astrocitos, y su repercusión en 
la progresión de la enfermedad.  
En este trabajo, mediante microscopía multifotón in vivo, hemos observado que los 
astrocitos sufren un aumento de calcio y estrés oxidativo a nivel mitocondrial, en respuesta 
al Abeta soluble, lo que apoyaría los datos transcriptómicos sobre la existencia de una 
disfunción mitocondrial causada por Abeta (ratones APP), pero también por fosfo-tau 
(ratones TAU P301S). Por ello, sería necesario analizar también estos parámetros ante un 
tratamiento con fosfo-tau soluble. Todo esto, en última instancia, podría contribuir a la 
disfunción astroglial generalizada y, con ello, a la progresión de la patología de Alzheimer, 




En relación con estos resultados, se ha descrito que los posibles mecanismos por los cuales 
los astrocitos sufren estrés oxidativo a causa del Abeta son: (i) aumento del flujo de calcio 
procedente del espacio extracelular, que origina cambios en la función mitocondrial, 
posiblemente por la inserción de Abeta en la membrana astrocitaria formando poros; (ii) la 
unión del Abeta al receptor RAGE, que produce la activación de la NAPDH oxidasa (NOX) en 
el astrocito, aumentando la producción de ROS, o (iii) la activación de la cascada de ERK1/2 
y la fosforilación de la PPA2 citosólica, llevando a una disfunción mitocondrial y producción 
de ROS (González-Reyes y col. 2017). Así mismo, se ha demostrado que la incubación 
prolongada de astrocitos con Abeta reduce la expresión del principal mecanismo de 
liberación de glutatión (Ye y col. 2015). Es decir, en respuesta al Abeta, parece que el 
astrocito sufre un desequilibrio entre su defensa antioxidante y la sobreproducción de ROS 
(Chun y Lee, 2018), afectando así a las neuronas vecinas.  
Además, la actividad catalítica de la enzima glutamina sintetasa (GS) es sensible a la 
oxidación y puede estar alterada en la EA (Acosta y col. 2017; Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 
2018). Es más, el estrés oxidativo puede producir la inhibición de la actividad del 
transportador astroglial EAAT2 (del inglés, “excitatory amino-acid transporter 2”) (Tian y col. 
2010). En ambos caso se induciría la liberación extracelular de glutamato por parte de los 
astrocitos (Lauderback y col. 2001). La hiperactividad de los receptores de glutamato 
explicaría la observación de una sobrecarga de calcio (Kuchibhotla y col. 2008) y neuronas 
hiperactivas (Busche y col. 2008, 2012) en la proximidad de las placas de Abeta, causando 
toxicidad mitocondrial (Mahad y col. 2008; Kawamata y Manfredi, 2010), y provocando el 
inicio de la apoptosis (Mattson y Chan, 2003), contribuyendo así a la disfunción neuronal 
asociada a la EA.  
Por todos estos motivos, un mejor entendimiento de los mecanismos celulares y moleculares 
que promueven o previenen las alteraciones en la homeostasis celular del calcio o en los 
niveles de estrés oxidativo, podría llevar a nuevas aproximaciones terapéuticas en 
alteraciones neurológicas, como el Alzheimer o el Parkinson (Mattson, 2007).  
4.3. Caracterización transcriptómica de los astrocitos en muestras humanas 
postmortem de pacientes de Alzheimer 
Por último, se analizó el nivel de expresión de diversos genes específicos de células 
astrogliales, en muestras postmortem de individuos clasificados según los estadios de Braak, 
para dilucidar la respuesta o estado de los astrocitos en la patología real de la EA. De esta 
manera, en primer lugar, observamos que se produce un aumento significativo de genes 
implicados en la reactividad astroglial, como GFAP, VIM y ALDH1L1, en pacientes Braak V-
VI respecto a Braak II. Como ya hemos descrito previamente, dicha activación astroglial o 
astrogliosis puede observarse desde los primeros estadios de la enfermedad y progresa 




2010; Carter y col. 2012; Rodríguez-Arellano y col. 2016; Garwood y col. 2016; Phillips y col. 
2014; Heneka y col. 2014; Heppner y col. 2015; Heneka y col. 2015a, 2015b).  
Sin embargo, no se observaron aumentos significativos en la expresión de los marcadores 
específicos astrogliales S100b y AQP4. La proteína S100b ejerce diversas funciones 
intracelulares y extracelulares (Donato, 2003), por lo que esta variabilidad de funciones 
podría ser el motivo por el que no observamos cambios en su expresión. Por ejemplo, podría 
actuar como una citoquina cuya expresión aumenta en respuesta a determinados estímulos, 
y puede activar la sobreproducción de ROS y citoquinas proinflamatorias, provocando daños 
y eventos característicos del envejecimiento (Donato y col. 2009). En cuanto a la AQP4, la 
acuoporina mayoritaria en el SNC (Hubbard y col. 2018), se localiza específicamente en los 
pies perivasculares de los astrocitos que forman parte de la BHE. Tiene un papel 
fundamental en el mantenimiento de la homeostasis cerebral (Iliff y col. 2012), participando 
activamente en el sistema glinfático (Iliff y Nedergaard, 2013; Jessen y col. 2015; Hubbard y 
col. 2018), por lo que también tiene un papel importante en la EA (Yang y col. 2016). 
Además, la desregulación de esta proteína integral de membrana en condiciones patológicas 
podría tener consecuencias negativas (Hubbard y col. 2018). En la EA, se ha observado una 
disminución de la inmunorreactividad perivascular de la AQP4 y una pérdida de su 
expresión, tanto en el envejecimiento (Kress y col. 2014) como en modelos murinos de la EA 
(Hubbard y col. 2018; Wilcock y col. 2009). Aunque no se han encontrado diferencias en los 
niveles proteicos en pacientes de EA (Pérez y col. 2007), sí hay una mayor 
inmunoreactividad asociada con las placas amiloides y la CAA (Hoshi y col. 2012), lo que 
sugiere la posibilidad de una redistribución de la AQP4 en los astrocitos. Esto se ha 
asociado con una pérdida de localización perivascular de AQP4, asociada a la angiopatía 
amiloide cerebral (Wilcock y col. 2009; Zeppenfeld y col. 2017), que correlaciona de manera 
inversa con un aumento en la carga Abeta y un estado Braak superior (Zeppenfeld y col. 
2017). En definitiva, los procesos de activación de los astrocitos en diversas enfermedades 
neurodegenerativas pueden dar lugar a una deslocalización de la acuaporina (Hubbard y 
col. 2018). La falta de variaciones significativas en el nivel de expresión de la AQP4 en 
nuestras muestras humanas, posiblemente se deba a la heterogeneidad de astrocitos y a la 
mencionada redistribución de la AQP4 en la población astroglial presente en dichas 
muestras.  
Por otro lado, como también habíamos descrito previamente, los astrocitos reactivos 
participan en los eventos inflamatorios e inmunológicos del SNC (Leyns y Holtzman, 2017) 
debido a su capacidad para secretar y responder a una gran cantidad de citoquinas 
inflamatorias (Zhang y Jiang, 2015; Morales y col., 2014). Los astrocitos son la fuente 
principal de varias citoquinas y quimioquinas, como IL6, CCL2, CXCL10 y CXCL2 (Ubogu y 
col. 2006), características de una respuesta inflamatoria. De hecho, hemos observado un 
aumento significativo en el nivel de expresión de estas citoquinas, que, además, 




Sorprendentemente, los genes involucrados en la cascada del complemento (C1S, C1R, C3 y 
C4a-b) también se encuentran altamente expresadas en las muestras Braak V-VI, al igual 
que habíamos observado en los modelos murinos APP y TAU P301S. Es más, correlacionan 
perfectamente con los genes implicados en activación astroglial y en la respuesta inmune. 
Con todo esto en conjunto, los astrocitos deben estar involucrados en la neuroinflamación 
asociada a la EA y podrían tener una repercusión importante en la progresión de la 
patología. En concreto, la implicación de la activación de la cascada del complemento por 
los astrocitos en la EA se discutirá más adelante (Apartado D4.4). 
En definitiva, todo esto indica que, en el cerebro de pacientes de Alzheimer, se produce una 
astrogliosis generalizada con una activación de la respuesta inmune, caracterizada por el 
aumento de expresión de citoquinas y factores de la vía del complemento, al igual que 
muestran los astrocitos con un perfil neurotóxico A1 (Liddelow y col. 2017; Clarke y col. 
2018; Zamanian y col. 2012). Por ello, analizamos también la expresión de varios genes 
característicos de los fenotipos A1 y A2, pero finalmente no observamos un claro fenotipo 
astroglial, como observamos previamente en los modelos murinos APP y TAU P301S. A nivel 
de células individuales, los astrocitos en el envejecimiento pueden expresar una 
combinación de genes A1 y A2, aunque, en general, hay más astrocitos que expresan sólo el 
gen C3 (A1) (Clarke y col. 2018). Por lo tanto, en el cerebro de nuestras muestras Braak V-VI 
también podrían co-existir ambos perfiles astrogliales.  
Por otro lado, dado los importantes papeles de los astrocitos en la regulación de las sinapsis 
en el cerebro, las alteraciones en la interacción astrocitos-sinapsis y la reorganización de las 
redes neuronales están involucradas en numerosos trastornos neurológicos y patologías 
neurodegenerativas (Hu y col. 2004; Rossini y Dal Forno, 2004; Cavazos y Cross, 2006; 
Perez-Cruz y col. 2011; Blanco-Suárez y col. 2017; Allen y Eroglu, 2017). En este sentido, 
las señales derivadas de astrocitos son necesarias para la formación, maduración funcional 
y refinamiento de las sinapsis y los circuitos neuronales en el SNC (Allen and Eroglu, 2017; 
Ullian et. al. 2001), como trombospondinas (codificadas por los genes THBS), hevina 
(SPARCL1) y glipicanos (GPC4 y 6) (Risher y Eroglu, 2012; Christopherson y col. 2005; 
Kucukdereli y col. 2011; Allen y col. 2012; Singh y col. 2016; Boisvert y col. 2018). Así pues, 
para comprobar si existe también una ganancia o pérdida de estas funciones de los 
astrocitos, determinamos el nivel de expresión de los genes THBS3, SPARCL1, GPC1, GPC4 
y GPC6. La mayoría de estos genes no mostraron un cambio significativo en los individuos 
analizados, excepto un aumento en la expresión de GPC4 y GPC6, lo que podría indicar un 
intento de los astrocitos por tratar de seguir generando nuevas sinapsis funcionales. 
Aunque sería necesario un estudio más exhaustivo, los astrocitos en la EA no parecen tener 
alterada su función en el mantenimiento y formación de sinapsis, ya que no existe un 
aumento ni disminución significativa en el “gene set score” de dichos genes. De hecho, se ha 
observado que la mayoría de genes que codifican para estos factores secretados por los 




(Boisvert y col. 2018). Sin embargo, sí se han relacionado estos factores con otras 
enfermedades neurodegenerativas. Por ejemplo, mutaciones en GPC6 han sido descritas en 
el trastorno por déficit de atención con hiperactividad (TDAH) (Lesch y col. 2008) y en la 
neurosis (Calboli y col. 2010), desórdenes que se caracterizan por disfunción sináptica. 
Además, la alteración en la morfología de espinas dendríticas y la reducida densidad 
sináptica en las personas con síndrome de Down se ha relacionado con una disminución en 
la expresión de trombospondias en los astrocitos (García y col. 2010). Es más, la expresión 
de la trombospondina TSP-1 se encuentra significativamente disminuida en poblaciones 
neuronales vulnerables en el cerebro de pacientes de Alzheimer (Buee y col. 1992). Por 
último, cabe destacar que experimentos in vitro con astrocitos y neuronas de diferentes 
regiones cerebrales mostraron diferentes capacidades sinaptogénicas de los astrocitos, las 
cuales correlacionaban con sus diferentes niveles de factores sinaptogénicos secretados 
(hevina, SPARC, Gpc4 y Gpc6) (Buosi y col. 2018). Por lo tanto, los resultados observados en 
este trabajo pueden deberse a la heterogeneidad funcional y regional de los astrocitos que 
puede existir en las muestras humanas, y que presentan diferentes capacidades y 
respuestas sinaptogénicas.  
Por último, en los astrocitos de cerebro de ratón adulto, los genes relacionados con la 
síntesis y transporte de colesterol se encuentran alterados (Boisvert y col. 2018). En este 
trabajo, hemos observado que existe un ligero aumento del “gene set score” de transporte de 
lípidos, en el que se incluyen los genes APOE, CLU y ABCA1, ya que estas proteínas son 
sintetizadas por los astrocitos en el cerebro y están involucradas en el mantenimiento de la 
homeostasis lipídica (Bertrand et. al. 1995). Además, también están relacionadas con el 
aclaramiento y deposición de Abeta. ApoE y clusterina (CLU, o ApoJ) son las 
apolipoproteínas, producidas por los astrocitos, más importantes en el cerebro (Fagan y col. 
1999) y podrían tener funciones complemementarias en la homeostasis lipídica durante la 
degeneración del SNC y el remodelamiento sináptico (Bertrand y col. 1995). Tanto la 
clusterina (Lampert-Etchells y col. 1991; May y col. 1990), como el ApoE (Poirier y col. 1991; 
Poirier y col. 1993) se encuentran sobreexpresados en respuesta a daño neuronal. 
En concreto, los efectos de ApoE en la EA o en la CAA están probablemente mediados por su 
papel como chaperona de Abeta, influyendo en su aclaramiento y fibrilogénesis (Holtzman, 
2001), así como en su captación e internalización, ya que ambos parecen competir por las 
mismas vías de internalización en astrocitos (Nielsen y col. 2010; Mulder y col. 2014; 
Osborn y col. 2016). De hecho, ratones amiloidogénicos carentes de ApoE (Apoe-/-) no 
presentan casi desposición de Abeta fibrilar, placas neuríticas o CAA, y aquellos ratones 
amiloidogénicos Apoe+/- presentaban menos del 50% de patología amiloide respecto a los 
ratones Apoe+/+ (Bales y col. 1999; Bales y col. 1997; Holtzman y col. 2000a, 2000b). Así 
pues, alteraciones en los niveles de ApoE en el SNC tienen efectos importantes en la 
patología del Alzheimer. En cuanto a la clusterina, su expresión y nivel proteico se 




(Nuutinen y col. 2009; Danik y col. 1991; May y col. 1990; May y Finch, 1992), como en el 
hipocampo (Bertrand y col. 1995; May y col. 1990). Además, se ha observado que forma 
parte constitutivamente de las placas seniles (Choi-Miura y col. 1992) ya que se une a Abeta 
y puede regular su solubilidad (Wisniewski y col. 1993) y retrasar su agregación (Oda y col. 
1994). En humanos, su expresión podría estar up-regulada en un intento por bloquear la 
deposición de Abeta (Schmechel y col. 1993). Por último, ABCA1 es un transportador 
necesario para la regulación de los niveles extracelulares de lípidos en el SNC (Wahrle y col. 
2004), participando en el transporte de colesterol y fosfolípidos en plasma (Schmitz y 
Langmann, 2001; Wang y Tall, 2003). Además, también actúa junto a ApoE y participa en la 
fagocitosis por parte de los astrocitos reactivos (Boisvert y col. 2018; Morizawa y col. 2017). 
Por tanto, la modulación de los niveles o de la función de Abca1 probablemente influya 
directamente en las interacciones ApoE-Abeta a lo largo de la deposición de Abeta, con 
consecuencias negativas en el cerebro (Wahrle et. Al. 2004). Así mismo, estudios recientes 
también sugieren que Abca1 puede influir en la producción de Abeta celular (Fukumoto y 
col. 2002; Koldamova y col. 2003; Sun y col. 2003). En definitiva, el aumento en la 
expresión generalizada de genes involucrados en el transporte de lípidos e implicados en la 
agregación y aclaramiento del Abeta, podría tener una importante repercusión en la 
patología de Alzheimer.  
Por todo ello, parece que los astrocitos en la EA no presentan disminución de sus funciones 
en la formación y mantenimiento de las sinapsis, ni en el transporte de lípidos y colesterol, 
aunque sí está clara su reactividad y participación en la respuesta inmune y la 
neuroinflamación asociadas a la patología. Sería necesario el análisis de más marcadores 
astrogliales para discernir su posible disfuncionalidad metabólica y/o funcional en el 
cerebro de pacientes de Alzheimer, como hemos observado en ratones modelo de la 
enfermedad. En este sentido, cabe destacar que, debido a a heterogeneidad celular presente 
en las muestras postmortem humanas, no es posible medir genes implicados en el 
metabolismo celular, ya que no podríamos descartar las alteraciones concretas de los 
astrocitos del resto de células del SNC. Por lo tanto, planteamos utilizar nuevas 
aproximaciones experimentales que nos permiten continuar caracterizando el perfil o estado 
astroglial en las muestras de individuos Braak V-I, a nivel trasncriptómico, proteico e 
inmunohistoquímico, tratando de visualizar los cambios observados, como el aumento de 
proteínas del complemento, entre otros.  
4.4. Comparación de la respuesta astroglial en modelos transgénicos y en 
pacientes de Alzheimer 
De manera resumida, las características comunes que hemos observado tanto en modelos 
transgénicos como en muestras postmortem de pacientes de Alzheimer, son la existencia de 
una astrogliosis generalizada, activación de la respuesta inflamatoria y la activación de la 




humanas, los astrocitos también sufren un proceso de disfuncionalidad o senescencia, ya 
que no podemos aislar los astrocitos específicamente de dichas muestras para estudiar su 
metabolismo energético y sus funciones de neuroprotección, diferenciación y/o 
prosupervivencia. Serán necesarias futuras aproximaciones experimentales, para abarcar 
esta importante cuestión.  
En primer lugar, como ya hemos discutido previamente, está ampliamente descrito la 
existencia de una astrogliosis que progresa paralelamente con la patología Abeta y tau, 
tanto en modelos animales como en pacientes de Alzheimer (este trabajo; Verkhratsky y col. 
2010; Carter y col. 2012; Rodríguez-Arellano y col. 2016; Garwood y col. 2016; Phillips y col. 
2014; Heneka y col. 2014; Heppner y col. 2015; Heneka y col. 2015a, 2015b). De hecho, 
también existen numerosos estudios que muestran que la microgliosis y la astrogliosis, 
junto a la neuroinflamación asociada, son características comunes en muchas 
enfermedades neurodegenerativas (Hansen y col. 2017). Así pues, los astrocitos, al igual que 
la microglía, cuando se activan pueden secretar citoquinas proinflamatorias y especies 
reactivas (este trabajo; Heneka y col. 2005; Farina y col. 2007; Medeiros y LaFerla, 2013; 
Rodríguez-Arellano y col. 2016; Haim y Rowitch, 2017; Leyns y Holtzman, 2017; Zhang y 
Jiang, 2015; Liu y col. 2014), produciendo una exacerbación de la neuroinflamación y la 
neurodegeneración que se producen en la EA.  
Por otro lado, lo que resulta más interesante es el aumento significativo de la expresión de 
determinadas proteínas de la cascada del complemento (C4a, C4b, C3, C1s y C1r) por 
parte de los astrocitos, observado tanto en el hipocampo de modelos transgénicos con 
patología Abeta o fosfo-tau, como en pacientes de Alzheimer. Numerosos estudios in vitro 
han indicado que los astrocitos (humanos y murinos) pueden sintetizar una variedad de 
factores del complemento (Barnum y col. 1993; Barnum, 1995; Gasque y col. 1993; Walker 
y McGeer, 1993; Haga y col. 1996), como C2, C3, C4, C5, C7 y C8, muchas de las proteínas 
inhibitorias del complemento, reguladores de su activación y ciertos receptores (Gasque y 
col. 1995, 1996). Además, los astrocitos primarios humanos adultos secretan C1r y C1s al 
medio de cultivo, aunque no secretan niveles detectables de C1q (Verhuis y col. 1999). Cabe 
destacar que, aunque no hemos observado un claro fenotipo astroglial tipo A1 o A2 en 
nuestros modelos transgénicos ni en individuos Braak V-VI, es cierto que los astrocitos A1 
muestran una expresión fuertemente inducida de proteínas del complemento C1r, C1s, C3 y 
C4 (Zamanian y col. 2012; Cahoy y col. 2008).  
Existen numerosas evidencias que implican a la vía del complemento como un importante 
colaborador en la patología de Alzheimer y otras enfermedades neurodegenerativas (Lian y 
col. 2016; Liddelow y col. 2017; Clarke y col. 2018; Hong y col. 2016; Nguyen y col. 2002; 
Wyss-Coray y col. 2002; Veerhuis y col. 2011). En concordancia con nuestros resultados, 
otros autores también han observado un aumento de C3, C4b y otros componentes de la 




(Boisvert y col. 2018; Clarke y col. 2018; Stevens y col. 2007), pero sobretodo en modelos 
amiloidogénicos y en muestras postmortem de pacientes de Alzheimer (Lian y col. 2016; 
Liddelow y col. 2017). Es más, se han observado altos niveles de varios factores de la 
cascada del complemento, como C1q, C4b, C3d, C3b y C5b-C9, en exosomas derivados de 
astrocitos, aislados de muestras de plasma de pacientes de Alzheimer (Goeztl y col. 2018). 
También se han detectado niveles elevados de varios componentes del complemento en el 
líquido cefalorraquídeo de individuos presintomáticos que portan mutaciones de Alzheimer 
familiar (FAD) (Ringman y col. 2012). Incluso, varios agentes que interaccionan con la 
cascada del complemento podrían ser genes susceptibles en la EA, entre los que se incluyen 
la Clusterina (inhibidor del complemento) y el receptor CR1 (Jun y col. 2010, Chibnik y col. 
2011, Degn y col. 2011), o incluso las diferentes isoformas de ApoE, afectando a la 
capacidad fagocítica de los astrocitos (Chung y col. 2016).  
Por tanto, la activación masiva y temprana de la cascada clásica del complemento, junto con 
la gliosis y la neuroinflamación, es una característica esencial de la EA y de las principales 
enfermedades neurodegenerativas (Pasinetti y col. 1992; Shen y col. 1997; Nguyen y col. 
2002; Wyss-Coray y col. 2002; Veerhuis y col. 2011). Las placas amiloides fibrilares (Afagh y 
col. 1996; Cummings y col. 1996) u otras proteínas mal plegadas o agregadas en otras 
demencias (Rostango y col. 2002), podrían contribuir a la activación del complemento y, así, 
a la progresión de la enfermedad. Es más, las placas seniles y los ovillos neurofibrilares se 
han encontrado marcados con componentes del sistema del complemento y productos de su 
activación, así como otras estructuras asociadas a la neurodegeneración (Eikelenboom y col. 
1989; McGeer y col. 1989; Veerhuis y col. 1996; Webster y col. 1997; Eikelenboom y Stam, 
1982; Ishii y Haga, 1984). Además, también se ha observado que citoquinas como IL6, IFNg, 
TNF e IL1 estimulan la expresión de C1s, C1r, C4 y/o C3 en astrocitos en cultivo (Walker 
y col. 1998; Verhuis y col. 1999; Gasque y col. 1993; Barnum y col. 1993; Barnum, 1995), 
por lo que la neuroinflamación asociada a la EA también contribuye a la activación 
astroglial de la cascada del complemento. En cuanto a la patología tau, en modelos 
transgénicos (P301S) y pacientes de taupatías, se ha observado una activación de C3 en los 
astrocitos GFAP-positivos, y su receptor C3aR, el cual regula la reactividad microglial y 
astroglial y la producción de citoquinas proinflamatorias (Litvinchuk y col. 2018). Además, 
la activación del complemento parece exarcerbar la patología tau en modelos de la EA, lo 
que podría estar mediado por la proteína C3 o C5b-9, aunque el mecanismo todavía no está 
claro (Hansen y col. 2017; Colonna y Butovsky, 2017). De hecho, la delección de C3ar1 
resultó en una recuperación casi completa de la patología tau, además de mejorar los 
déficits sinápticos y la función cognitiva, a través de la regulación de la respuesta 
inflamatoria y la activación de células inmunes (Litvinchuk y col. 2018).  
Por otro lado, en cuanto a la patología Abeta, se ha observado un aumento de C3 en los 
astrocitos de ratones APP, mientras que el fragmento de escisión de C3 está asociado a las 




algunas proteínas del complemento (como C1q, C4, C3) también colocalizan con la 
angiopatía vascular amiloide en la corteza cerebral y en el hipocampo de pacientes de EA 
(Eikelenboom y Stam, 1984; Stoltzner y col. 2000; Strohmeyer y col. 2000). Por ejemplo, en 
un modelo murino de angiopatía cerebral amiloide, se han observado un aumento de C1q, 
C3 y C4 en áreas con depósitos amiloides fibrilares (Fan y col. 2007). El péptido o las fibras 
de Abeta in vitro activan tanto la vía clásica del complemento mediante la unión directa a 
C1q como la vía alternativa mediante interacciones con C3 (Jiang y col. 1994; Rogers y col. 
1992; Velazquez y col. 1997; Rogers y col. 1992; Bradt y col. 1998). Lo que es más 
importante es que este péptido, aunque por sí mismo no parece estimular la síntesis de C1r 
y C1s por parte de los astrocitos (Verhuis y col. 1999), cuando se encuentra unido a C1q 
puede también interaccionar con C1r y C1s para formar una macromolécula C1 funcional 
(Kilchherr y col. 1982). De hecho, el alcance de la activación de C1 depende del grado de 
agregación de los péptidos beta-amiloides (Jiang y col. 1994; Snyder y col. 1994). Por tanto, 
existe la hipótesis de que el Abeta fibrilar in vivo activa la cascada del complemento y 
contribuye a la inflamación local, particularmente mediante el reclutamiento de células 
gliales en el interior de la placa, resultando finalmente en neurotoxicidad y demencia 
(Eikelenboom y Veerhuis, 1996; Cooper y col. 2000; Tenner, 2001). Por ejemplo, estudios 
recientes han demostrado que la deficiencia de C3 en modelos amiloidogénicos de 
Alzheimer, conlleva numerosas mejoras en la patología, a pesar de presentar más placas de 
Abeta (Shi y col. 2017a), lo que sugiere un papel tóxico e importante de esta proteína en la 
patología del Alzheimer.  
A pesar de todos estos hallazgos, el papel de la cascada del complemento en la EA todavía 
no se conoce (Rajendran y Paolicelli, 2018), por lo que se requieren más estudios para 
esclarecer su participación en las enfermedades neurodegenerativas en general. En este 
sentido, la función de las proteínas del complemento en el cerebro parece ser análoga a su 
función en el sistema inmune: el aclaramiento del material celular que ha sido marcado 
para su eliminación, como células apoptóticas (Stephan y col. 2012) y sinapsis (Stevens y 
col. 2007), pero también en otras numerosas funciones no inmunes durante el periodo 
embrionario y postnatal, como neurogénesis, migración y supervivencia neuronal (Benard y 
col. 2008; Shinjyo y col. 2009; Rutkowski y col. 2010; Benoit y Tenner, 2011). Por tanto, 
muchos trabajos proponen un papel para el sistema del complemento en la mediación del 
refinamiento sináptico mediado por astrocitos y microglía que, de manera coordinada, 
participan en el “pruning” de sinapsis y axones innecesarios, así como en la eliminación de 
células apoptóticas (Leyns y Holtzman, 2017; Hansen y col. 2017; Clarke y Barres, 2013; 
Barres, 2008; Colonna y Butovsky, 2017; Rajendran y Paolicelli, 2018; Hong y col. 2016; 
Vasek y col. 2016). Dicho “pruning” sináptico consiste en el saneamiento y la remodelación 
de las sinapsis, fagocitando aquellas no funcionales o dañadas, y ocurre de manera 
fisiológica durante el desarrollo cerebral postnatal (Gomez-Nicola y Perry, 2015; Chung y 




neuronales (Clarke y Barres, 2013; Chung y col. 2013). Por ejemplo, C3 y C4b están 
involucradas en esta eliminación o “pruning” sináptico (Sekar y col. 2016). En las 
enfermedades neurodegenerativas, el aumento de estas proteínas aparece antes de los 
signos de la pérdida neuronal, lo que sugiere una reactivación de mecanismos de 
eliminación sináptica mediada por el complemento, que lleva a la progresión de la 
enfermedad (Stephan y col. 2012). Así pues, las proteínas del complemento participan en la 
destrucción sináptica y resultan altamente tóxicas para las neuronas, aunque su 
mecanismo exacto de toxicidad todavía no se conoce (Liddelow y col. 2017; Zamanian y col. 
2012). Por ello, los astrocitos reactivos A1 que expresan dichas proteínas del complemento 
llevarían a cabo la pérdida sináptica que se ha observado en el hipocampo durante el 
envejecimiento (Shi y col. 2015) y en la EA. 
Esta eliminación sináptica se induce por el marcaje con C1q de las sinapsis para su 
eliminación (Stevens y col. 2007) y el reclutamiento de C3, que lleva a la fagocitosis de 
dichas sinapsis por parte de la microglía (Schafer y col. 2012), las principales células del 
SNC que expresan receptores para el complemento (Stevens y col. 2007; Schafer y col. 
2012). Así pues, los astrocitos pueden regular indirectamente la eliminación de sinapsis 
mediante la secreción de TGFb, que induce la expresión de C1q en las neuronas, marcando 
sus sinapsis para su fagocitosis microglial (Bialas y Stevens, 2013; Schafer y col., 2012; 
Colonna y Butovsky, 2017). Por tanto, C1q y C3 son necesarias en la fagocitosis microglial 
de sinapsis e, incluso, esta fagocitosis parece ser dependiente de Abeta (Hong y col. 2016). 
En concreto, la activación de la cascada del complemento lleva al ensamblaje de la 
convertasa C3, resultando en los productos C3a y C3b, que pueden ejercer diversas 
funciones de señalización a través de sus receptores C3aR y CR3, respectivamente (Leyns y 
Holtzman, 2017; Stephan y col. 2012). Los astrocitos pueden liberar la fracción C3 del 
complemento en respuesta al Abeta oligomérico, y ésta puede activar a la microglía a través 
de su receptor C3R (Litvinchuk y col. 2018), promoviendo así la pérdida sináptica (Hong y 
col. 2016) y el déficit cognitivo asociado a la edad en modelos amiloidogénicos (Shi y col. 
2015, 2017a), por lo que pueden contribuir así al estado patológico en la EA (Liddelow y col. 
2017). Además, la expresión de C3 y del receptor C3aR1 correlacionan positivamente con el 
déficit cognitivo y los estadios de Braak, y la delección de dicho receptor en ratones 
transgénicos resultó en la reversión de la patología tau y la atenuación de la 
neuroinflamación, los déficits sinápticos y la neurodegeneración (Litvinchuk y col. 2018). 
Por tanto, parece existir una comunicación cruzada entre las neuronas y la respuesta 
inmune mediada por C3-C3aR que influye en la función del sistema y la patología amiloide 
(Lian y col. 2016; Lian y col. 2015), lo que implica a estas proteínas con un papel 
importante en la EA a través de complicadas interacciones neuronas-astrocitos-microglía 
(Litvinchuk y col. 2018). En definitiva, un mejor entendimiento de los papeles de las 
proteínas del complemento en el SNC tienen la posibilidad de ampliar nuestro 




concreto la EA, así como facilitar nuevas estrategias terapéuticas para interferir con el curso 
patológico común a todas las enfermedades. Lo que parece claro es que los astrocitos y la 
microglía parecen cooperar para mediar la neurotoxicidad dependiente del sistema del 
complemento (Hansen y col. 2017) en las patologías neurodegenerativas. 
Todo esto sugiere que existe una comunicación cruzada entre entre células astrogliales y 
microgliales, que podría ser bidireccional (Liddelow y col. 2017; Schafer y col. 2012) y que es 
esencial para el correcto funcionamiento de las redes neuronales y el SNC, en general. La 
alteración de esta red de conexiones gliales o la potenciación de la activación de ambos tipos 
celulares podrían participar en la progresión de la EA. En este sentido, es interesante 
destacar que señales secretadas por la microglía activa (como IL1b, TNF y C1q) pueden co-
activar a los astrocitos, transformando su fenotipo de un estado neuroprotector (A2) a un 
estado neurotóxico (A1) (Liddelow y Barres 2017; Shi y col. 2017b), provocando finalmente 
una disfunción y muerte neuronal (Leyns y Holtzman, 2017). Estos estudios subrayan la 
diversidad de consecuencias que las citoquinas derivadas de la microglía pueden tener en la 
expresión genética y la función de los astrocitos que puede, en última instancia, tener un 
impacto importante en la integridad neuronal (Liddelow y col. 2017; Zamanian y col. 2012; 
Leyns y Holtzman, 2017). Pero, además, también puede ocurrir de manera inversa, es decir, 
que los astrocitos reactivos puedan modular la respuesta o fenotipo microglial, ya que 
también envían múltiples señales a la microglía (Colonna y Butovsky, 2017; Davalos y col. 
2005). De hecho, los astrocitos parecen influir en el grado de reactividad microglial en 
modelos de amiloidosis o de taupatías, de una manera dependiente de la isoforma de ApoE 
(Colonna y Butovsky, 2017; Rajendran y Paolicelli, 2018). Incluso, los astrocitos pueden 
atenuar la respuesta inflamatoria de la microglía mediante la liberación de GABA, limitando 
así la activación microglial (Lee y col. 2011). Factores liberados por los astrocitos reactivos 
también pueden tener un efecto inhibitorio en la fagocitosis microglial (DeWitt y col. 1998). 
Por ejemplo, el TGFb secretado por neuronas hipocampales y astrocitos puede regular la 
activación de células microgliales, atenuando la liberación de citoquinas inflamatorias y 
especies reactivas (Mittaud y col. 2002; Herrera-Molina y Bernhardi, 2005; Herrera-Molina y 
col. 2012), protegiendo a las células neuronales in vivo (Hu y col. 1995; Lieb y col. 2003; 
Herrera-Molina y Bernhardi, 2005) y fomentando la fagocitosis y degradación de Abeta 
mediada por microglía (Wyss-Coray y col. 2001).  
Debido a la existencia de esta clara conexión microglía-astroglía, conocer los mecanismos y 
papeles de ambos tipos celulares nos permitiría, a su vez, descifrar más detalles sobre la 
activación astrocitaria y su participación en la patología del Alzheimer. En definitiva, son 
necesarios futuros estudios sobre ambos tipos celulares, para definir la relación recíproca 
entre ellos y su implicación en la progresión de la EA (Rajendran y Paolicelli, 2018). Por 
ejemplo, uno de los siguientes pasos a seguir para tratar de entender el efecto neurotóxico o 
neuroprotector de los astrocitos, ante la patología Abeta y/o tau, es utilizar también cultivos 




viceversa, además de sus efectos sobre las neuronas, que son las últimas afectadas que 
llevan a los déficits cognitivos de la EA. Además, estos estudios permitirán buscar dianas 
farmacológicas que puedan inhibir el efecto tóxico o potenciar el efecto neuroprotector de los 
astrocitos sobre la microglía y/o las neuronas. En este sentido, un estudio reciente ha 
demostrado, en un modelo murino de la enfermedad de Parkinson, que la reversión de la 
activación microglial [con ello, la liberación de TNFa, IL1a y C1q (Liddelow y col. 2017)], 
evita la activación de los astrocitos al fenotipo neurotóxico A1, lo que previene, a su vez, la 
muerte de neuronas dopaminérgicas (Yun y col. 2018). Además, se ha descrito que ratones 
Csf1r-/-, carentes de microglía, no adquieren reactividad astrocitaria A1 tras la inyección de 
LPS (Liddelow y col. 2017).  
En definitiva, es muy probable que los astrocitos reactivos y la microglía activa no participen 
de manera aislada, sino que actúan de una manera conjunta y coordinada, al igual que las 
redes astrocitos-neuronas (Covelo y Araque, 2018; Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018), lo 
que es fundamental en la patología de la EA. Por lo tanto, la conexión microglía-astroglía-
neuronas y sus interacciones son importantes en el correcto funcionamiento del SNC (Perez-
Nievas y Serrano-Pozo, 2018; Rajendran and Paolicelli, 2018), por lo que tienen importantes 
implicaciones en el aprendizaje, la memoria y los estados cognitivos (Chung y col. 2013; 
Verkhratsky y col. 2010. Por ello, resulta imprescindible conocer las relaciones entre todos 












































1. Tanto en el hipocampo de modelos transgénicos de la EA como en el de pacientes de 
Alzheimer, se produce una activación astroglial generalizada, que progresa 
significativamente con la patología amiloidea y de tau. Sin embargo, en ningún caso 
disminuye el número total de astrocitos, ni aparecen en los mismos signos de degeneración 
morfológica, al contrario de lo que le ocurre a la microglia en el hipocampo de pacientes y 
del modelo animal ThyTau.  
2. Las formas solubles de Abeta oligomérico y/o de tau hiperfosforilado producen in vitro 
una activación astroglial proinflamatoria. Además, las formas solubles de tau fosforilado 
provocan una aparente disfunción astroglial que implica la pérdida de sus capacidades 
neuroprotectoras sobre la integridad sináptica y la supervivencia neuronal.  
3. Los astrocitos reactivos que rodean las placas amiloides tienen la capacidad de ingerir y 
degradar las estructuras neuronales distróficas acumuladas alrededor de las placas. Sin 
embargo, tienen alterado el sistema autofágico/lisosomal, probablemente debido a las 
formas oligoméricas de Abeta, lo que disminuye su eficiencia de fagocitosis y degradación. 
Aunque esto podría provocar mayores daños a nivel molecular y/o funcional de las células 
astrogliales, su respuesta no parece afectar directamente a la activación microglial o a la 
superviencia neuronal.  
4. Los astrocitos aislados de los modelos transgénicos APP y TAU P301S muestran una 
activación inflamatoria y, sobre todo, una disminución del metabolismo energético y de sus 
funciones beneficiosas sobre el desarrollo, diferenciación y supervivencia de otras células 
del SNC. En concreto, estos astrocitos tienen alteraciones a nivel mitocondrial y, en 
consecuencia, aumento del estrés oxidativo y del calcio intramitocondrial, entre otros.  
5. En el hipocampo de muestras postmortem de pacientes de Alzheimer también se produce 
una astrogliosis generalizada de carácter inflamatorio que, además, se acompaña de un 
aumento en la expresión de varias proteínas de la cascada del complemento, coincidiendo 
con la respuesta observada en los astrocitos de los modelos transgénicos estudiados. El 
aumento de proteínas del complemento podría implicar una reactivación de los mecanismos 
de destrucción sináptica y toxicidad neuronal, contribuyendo a la progresión de la EA.  
6. En resumen, los resultados de este trabajo sugieren que la astrogliosis que se produce en 
la EA, mediada por Abeta y/o fosfo-tau, implica una ganancia de función neuroinflamatoria 
y, sobre todo, una disfunción o senescencia astroglial, que implica la pérdida de las 
capacidades beneficiosas y neuroprotectoras de los astrocitos. Por tanto, estos astrocitos 
activos podrían potenciar la patología de Alzheimer, por lo que su recuperación funcional 





1. In the hippocampus of transgenic AD mouse models and postmortem tissue of Alzheimer’s 
patients, there is a generalized astrogliosis which progresses significantly with amyloid and 
tau pathologies. However, there is no reduction in the total number of astrocytes and no 
degenerative morphological signs, in contrast with microglia in the hippocampus of patients 
and ThyTau model.  
2. Soluble forms of oligomeric Abeta and/or phophorylated tau cause an inflammatory 
activation of astrocytes in vitro. Moreover, this phospho-tau also causes an apparent 
astroglial dysfunction, which implies the loss of protective functions related to neuronal 
survival and synapsis integrity.  
3. Reactive astrocytes surrounding Abeta plaques are able to phagocyte and degradate 
neuritic dystrophies associated with amyloid deposition. Nevertheless, they have an 
alteration at an autophagic/lisosomal level due probably to oligomeric Abeta, causing a 
decrease in the efficiency of phagocytosis and degradation. Although this could cause 
greater damage in a molecular and/or functional level of astrocytes, it doesn’t affect 
microglial activation or neuronal survival directly.  
4. Isolated astrocytes from APP and TAU P301S transgenic mice show an inflammatory 
activation and, most of all, a decrease in their metabolism and in their beneficial functions 
over development, differentiation and survival of other cells in the CNS. In particular, they 
exhibit mithocondrial alterations and, consequently, an increase in intramitochondrial 
oxidative stress and calcium levels.  
5. In the hippocampus of Alzheimer’s patients, there is also a generalized inflammatory 
astrogliosis, accompanied by the increase of several classical complement pathway proteins, 
as we previously observed in astrocytes isolated from transgenic mouse models. This 
increase in complement proteins could implicate a reactivation of synaptic destruction and 
neuronal toxicity mechanisms, thus, contributing to the progression of AD.  
6. In short, the results of this work suggest that astroglial reactivity in AD, mediated by 
Abeta and/or phospho-tau, implies a gain of neuroinflammatory function and mainly an 
astroglial disfunction or senescence, with a loss of the beneficial and neuroprotective 
functions of astrocytes. Therefore, these active astrocytes could potentiate Alzheimer’s 
pathology and, thus, the functional recovery of astroglia could become a novel therapeutic 




































Alzheimer´s Disease (AD) is a progressive and irreversible neurodegenerative disease, 
characterized by cognitive decline and behavioral alterations (Van Strien y col. 2009; Hane y 
col. 2017b; Kumar y Tsao, 2018). AD is the first cause of dementia, with an incidence of 
over 70 million people affected worldwide (OMS 2017; Prince y col. 2016), which tuns it into 
a serious public health issue (Robinson y col. 2017). Despite the progress achieved during 
the last decades, the cause or causes of this disease yet remain unclear, and till this 
moment there is no effective pharmacological therapy to treat or palliate the disease (Hane y 
col. 2017b; Kumar y Tsao, 2018).  
A low percentage of AD cases are caused by genetic mutations which can affect the amyloid 
precursor protein (APP), presenilin 1(PS1) and/or presenilin 2 (PS2). This variant is known 
as Familial AD (www.alzforum.org), and it follows an autosomal dominant inheritance 
pattern. Anyhow, most cases have a multifactorial origin, and are classified as Sporadic AD, 
with multiple risk factors associated to its onset and progression (Ballard y col. 2011; 
Mattson y col. 2018; Robinson y col. 2017; Kumar y Tsao, 2018). Both forms share 
simptomatology and histopathological lessions (Gomez-Isla y col. 2008; Perl, 2010; Ballard y 
col. 2011; Bagyinszky y col. 2014), since both show the characteristical 
anatomopathological features of the disease (Perl, 2010; Claeysen y col. 2012; Scheltens y 
col. 2016). The most relevant microscopical alterations observed in AD patients are 
(Duyckaerts y col. 2009; Perl, 2010; Serrano-Pozo y col. 2011a; Karch y col. 2014; Kumar y 
Tsao, 2018): (i) Accumulation of extracellular senile plaques (Glenner y Wong, 1984; Masters 
y col. 1985; Kumar y Tsao, 2018) and soluble forms (Martins y col. 2008; Hane y col. 2017a) 
of beta-amyloid protein (Abeta), as well as intracellular hyperphosphorilated Tau 
neurofibrillary tangles (Spillantini y Goerdert, 2013; Kumar y Tsao, 2018), (ii) significant 
synaptic loss and neuronal degeneration (Forner y col. 2017; Hane y col. 2017a), and (iii) a 
neuroinflammatory process accompanied by microglial and astrocytic activation. In 
addition, there are neuritic dystrophies associated with amiloyd plaques, which contribute 
significantly to the pathology in preclinical stages of AD (Bell y Hardingham, 2011; Torres y 
col. 2012; Sanchez-Varo y col. 2012).  
In particular, neuroinflammation is an early pathological component associated to the 
progression of AD (Hane y col. 2017a; Chen, 2018; Zhang y Jiang, 2015; Gutierrez y 
Vitorica, 2018), and it is mediated mainly by microglial cells and astrocytes (Labzin y col. 
2017; Heneka y col. 2014, 2015a, 2015b; Heppner y col. 2015; Liu y col. 2014). In the 
presence of Abeta and/or hyperphosphorilated Tau, glial cells acquire an active phenotype, 
triggering an inflammatory response which can evolve into a chronic overactivated 
neuroinflammatory response, contributing to neuronal dysfunction and/or cell death. 




Yebenes, 2008). However, the role of reactive glia in the pathological progression of AD is 
still to discover. 
The role of microglia has been widely studied in the last decade. On one hand, in 
amiloydogenic mouse model, microglia exert a strong activation surrounding Abeta plaques 
(Heneka et al. 2013, 2015), which increases with the abeta pathology, (Drummond y 
Wisniewski, 2017). This activation spreads throughout the parenchyma due to the 
progressive increase of oligomeric soluble Abeta forms (Jimenez y col. 2008, 2011; 
Moreno‐González y col. 2009). Recently, our group has described, in human AD 
hippocampus, the existence of a microglial degenerative process mediated by toxic soluble 
phospho-tau species (Navarro y col. 2018; Gutierrez y Vitorica, 2018; Sanchez-Mejias y col. 
2016; Hansen y col. 2017; Romero-Molina y col. 2018). Astrocityc contribution could be 
crucial in the appearance and progress of AD (Heneka y col. 2015; Heppner y col. 2015), 
given the astrocyte activation or “astrogliosis” observed in patients (Osborn y col. 2016; 
Verkhratsky y col. 2016; Chen, 2018; Verkhratsky y col. 2010), although it is not clear if 
this response is a cause or a consequence of the pathology. In addition, we have to take into 
consideration the molecular and functional diversity of the astrocyte population in the adult 
brain (Haim y Rowitch, 2017; John Lin y col. 2017). It has been proposed that, similarly to 
microglia, astrocytes can adopt different functional phenotype depending on the pathological 
context (Zamanian y col. 2012; Liddelow y Barres, 2017).  
Therefore, our hypothesis suggests that the pathological progression of AD is temporally 
associated with a glial dysfunction, which is why defining the functional profile 
(neuroprotective, neurotoxic and/or degenerative) of astrocyte during the disease 
progression is crucial. In short, our main objective is to characterize the morphological and 
functional heterogeneity of reactive astrocytes in the brain of both, transgenic mouse models 
and human AD cases. For these reasons, our specific aims are: (1) proving the existence of a 
general astroglial reactivity in models and human samples; (2) analizing the in vitro response 
of astrocytes to soluble forms of Abeta and phospho-tau; (3) studying the role of astrocytes 
when exposed to distrophic neurites from Abeta and Tau mice models; and (4) 
transcriptomic characterization of the astrocyte phenotype in brain tissue from mice models 
and postmortem AD patients. 
2. Methods 
In order to achieve the proposed objectives, the experimental procedures are based on 
transgenic mouse models and postmortem tissue from Alzheimer’s patients. On one hand, 
the transgenic mice used in this work are the amyloidogenic models, APP (APPSL) and 
APP/PS1 (PS1Δexon9xAPPs), and taupathies models, ThyTAU (Thy-Tau22) and TAU P301S 
(Line PS19), using wildtype (WT) mice with same genetic background (C57BL/6) and age. On 
the other hand, human samples are classified depending on the tau pathology present in 




used in vitro models: microglial (BV2 and N13), astroglial (WJE) and neuronal (N2a) cell lines 
and primary cultures from WT mice. Depending on the object of the study, the brain tissue 
or treated cells were subjected to biochemical and biomolecular studies (total RNA and 
protein extraction, isolation of soluble fractions S1 or neurosynaptosomes) or 
inmunohistochemical studies (optical and/or confocal microscopy). In each experimental 
procedure, samples from different genotypes and ages were processed simultaneously.  
On one hand, we extract total RNA and proteins from the homogenized hippocampus in 
order to study genetic expression by quantitative PCR (qPCR) and specific proteins by 
western blot. In human postmortem tissue, we also used the microfluidic cards (TaqMan® 
Array Cards; Thermo Fisher Scientific), for the analysis of several genes at the same time. 
On the other hand, we also extract S1 fractions from the cortex of adult APP/PS1 and 
ThyTAU mice, as well as Alzheimer’s patient postmortem tissues, in order to have soluble 
Abeta and/or phospho-tau. These soluble fractions are used for diverse in vitro assays, such 
as cell cultures stimulation (acute treatments) by PCR or micro-arrays analysis, and toxicity 
assays (chronic treatments) by flow cytometry or immunocitochemistry.  
We have biochemically isolated the synaptic and axonal terminals from the cortex of 
transgenic mouse models (adaptation from Puighermanal y col. 2016), which have been 
characterized and used as an in vitro model of neuritic dystrophies (neurosynaptosomes, 
NS). In this way, we perform phagocytosis and degradation assays of these structures, 
labelled with TAMRA or pHRodo respectively, by primary astrocytes in vitro. The analysis is 
carried out by flow cytometry and western blot. These results are supported by 
inmunocitochemical techniques and transmission electronic microscopy (TEM), in 
collaboration with Dra. Antonia Gutierrez’s group (Universidad de Málaga).  
Furthermore, astroglial cells have been specifically isolated from the cortex and 
hippocampus of transgenic mouse models (APP and TAU P301S) at different ages (pre and 
post-pathology), with Fluorescence-activated Cell Sorting (FACS) (adaptation from Orre y col. 
2014a, 2014b) and the specific astroglial antibody ACSA2 (Kantzer y col. 2017). Next, we 
extract RNA and perform micro-arrays (Affymetrix, ThermoScientific) in order to analyze 
their transcriptome.  
Finally, we have used in vivo multiphoton microscopy to test the mitochondrial alterations in 
astrocytes in AD. To this effect, we perform intracranial injections of specific adenovirus in 
order to test variations in calcium leves (biosensor YC.3.6) or oxidative stress (roGFP), 
specifically in mitochondria of cortical astrocytes from WT mouse, treated with soluble 
Abeta. This novel technique has been used in Dr. Bacskai’s lab, thanks to a fellowship at 




All experiments habe been repeated at least 3 times and analyzed statistically, according to 
the required test in each case, by Statgraphics v3.1, GraphPad Prism 5 and SPSS. We 
consider statistically significative differences with p<0.05.  
3. Results and Discussion 
First of all, we have confirmed molecularly and immunohistochemically the existence of a 
generalized astrogliosis in the hippocampus of transgenic mouse models (Jimenez y col. 
2008; Moreno-Gonzalez y col. 2009; Kamphuis y col. 2015; Laurent y col. 2017) and 
postmortem tissue of Alzheimer’s patients (Simpson y col. 2010; Serrano-Pozo y col. 2013b), 
which progresses significantly with amyloid and tau pathologies (Verkhratsky y col. 2010; 
Carter y col. 2012; Rodríguez-Arellano y col. 2016; Garwood y col. 2016; Phillips y col. 
2014). Although this astrogliosis has been widely observed, much is still to know to describe 
the astrocytic molecular profile and its influence in neurodegenerative diseases. For this 
reason, we have tried to characterize the functional and transcriptomic changes that 
astrocytes suffer with Abeta and/or tau phatology, and its impact in the progression of the 
disease.  
Firstly, we analyze the responses in vitro of primary astrocytes treated with soluble forms of 
Abeta and/or phosphorilated tau. We observe that astrocytes are resistant to Abeta or 
phospho-tau toxic effect (this work, Sánchez-Mejías y col. 2016). Moreover, they show a pro-
inflamatory response because of the acute treatment, releasing pro-inflamatory factors and 
cytokines (Zhang y Jiang, 2015; Ubogu y col. 2006; Heneka y O’Banion, 2007; Litvinchuk y 
col. 2018), which is part of the spectrum of molecular and functional changes that occur in 
astrogliosis (Sofroniew, 2009). Hence, they could be participating in the immune response of 
the central nervous system (CNS) (Jensen y col. 2013; Farina y col. 2007). Furthermore, 
soluble forms of phosphorilated tau cause a decrease in the expression of many genes 
implicated in development, differentiation, proliferation and morphogenesis processes, and 
in the cellular cycle. This could indicate a cellular stress, astroglial disfunction or, even, a 
senescence process (Crowe y col. 2016), triggering or worsening the neuronal disfunction 
(Zhang y Jiang, 2015). Due to our in vitro observations, in which astrocytes are not able to 
completely protect neurons and synapsis from soluble phospho-tau toxic effect, we could 
suggest that soluble phospho-tau could be reducing the neuroprotective and pro-survival 
potential of astrocytes. This functional impairment would influence the neuronal disfunction 
and the alterations in the synaptic integrity and functionality (Forner y col. 2017; Hane y 
col. 2017a; Gómez-Isla y col. 1996; Price y col. 2001). Most of these features have been 
described in the brain of Alzheimer’s patients (Simpson y col. 2011) and transgenic models 
(Arendt y col. 1996; Frost y col. 2016).  
Secondly, because of the spatial proximity of reactive astrocytes (Malm y col. 2005; Meyer-
Luehmann y col. 2008; Chen, 2018; Liu y col. 2014) and neuritic dystrophies (Sánchez‐Varo 




plaques, we also study the astrocytic role in the clearance of this abnormal synaptic 
terminals. Hence, we determine that astrocytes are capable of surrounding, internalizing 
and degradating those neuritic dystrophies in the hippocampus of APP/PS1 mice and 
Alzheimer’s patients (Gómez-Arboledas y col. 2017). However, when the neuritic dystrophies 
or NS include Abeta (APP mice), the phagocytosis and degradation efficiency in vitro is 
reduced. In fact, oligomeric Abeta could be responsible of phagocytosis alteration, with also 
damage in autophagic pathway and lisosomal degradation (Ling y Salvaterra, 2011; 
Söllvander y col. 2016; Son y col. 2016; Gwon y col. 2018; Song y col. 2011), causing the NS 
and Abeta to accumulate inside the astrocytes for a longer period of time. Interestingly, 
these accumulated Abeta are not observed inside autophagosomic structures (LC3B 
positive), in contrast to NS from WT or TAU P301S (with phospho-tau) mice. In the end, all 
these modifications could cause major damage of astroglial cells at molecular and/or 
functional levels. However, even after phagocyting Abeta-containning NS, astrocytes are still 
able to support neuronal survival (Meyer-Franke y col. 1995; Pfrieger y Barres, 1997) and 
modulate inflammatory microglial activation.  
Additionally, we specifically isolate astroglial cells from the brain tissue of adult transgenic 
mice, with Abeta or phospho-tau pathology (APP and TAU P301S), in order to study its 
transcriptional profile by micro-arrays. In this way, we observe that astrocytes in both 
mouse models show a pro-inflamatory activation (Jensen y col. 2013; Farina y col. 2007; 
Sofroniew, 2009; Orre y col. 2014a), as we also observed previously in vitro (acute 
treatment), together with an increase in the expression of complement pathway proteins. 
This shows the astrocytic participation in the immune response in AD (Leyns y Holtzman, 
2017). But, interestingly, these astrocytes could also suffer a dysfunctionality or senescence 
process, characterized by the decrease of many genes implicated in energetic metabolism 
and differentiation and development functions of the CNS. In particular, the most significant 
decreased biological processes in APP and P301S astrocytes are those implicated in third 
stage of metabolism. This observation could indicate a reduction in correct mitochondrial 
function. Specifically, mitochondrial alterations have been shown in cortical astrocytes 
treated with soluble Abeta, by in vivo multiphoton microscopy, since there is an increase in 
calcium levels and oxidative stress. Actually, extracellular amyloid plaques could cause 
oxidative stress, inflammation and mitochondrial dysfunction (Lin y Beal, 2006; Trushina y 
McMurray, 2007; Vallés y col. 2008), by Abeta 42 entrance, resulting in an increase of 
reactive oxygen species (ROS), the disruption of the electron transport chain and the 
blockage of ATP production (Vallés y col. 2010; Reddy y Beal, 2008). It could be necessary to 
also test these mitochondrial alterations in an acute treatment with soluble phospho-tau.  
In short, dysfunctional astrocytes could potentiate the damage associated with the cognitive 
deficits in AD (Orre y col. 2014a) and trigger neurodegeneration (Lian y col. 2015; Macauley 
y col. 2011; Yamanaka y col. 2008). Moreover, astroglial senescence has been related to 




would support the hypothesis that the dysfunction or functional loss of astrocytes in 
pathological conditions or, even, a senescence process, could contribute to the progression 
of AD and other neurodegenerative diseases (Lööv y col. 2015; Acosta y col. 2017; 
Bernhardi, 2007; Lian y col. 2015; Konttinen y col. 2018). For this reason, therapies should 
be targeted to the functional recovery of astroglia (Khakh y col. 2017; Masgrau y col. 2017).  
Finally, in order to transcriptomically compare the activation state of astrocytes in 
postmortem tissue of different Alzheimer’s patients (Braak V-VI), we determine the 
expression levels of specific genes with functional relevance by microfluidic cards. Hence, we 
have tested that there is a generalized astrogliosis (Verkhratsky y col. 2010; Carter y col. 
2012; Rodríguez-Arellano y col. 2016; Garwood y col. 2016), together with an increase in the 
expression of pro-inflamatory factors (Morales y col. 2014; Ubogu y col. 2006; Farina y col. 
2007; Medeiros y LaFerla, 2013; Rodríguez-Arellano y col. 2016) and complement proteins 
(Boisvert y col. 2018; Litvinchuk y col. 2018; Zhou y col. 2008; Gasque y col. 1993; 
Barnum, 1995), the same as in mouse models of AD (previously described). The early and 
massive activation of the classical complement pathway, together with the gliosis and 
inflammatory response, is a key feature in AD and other neurodegenerative diseases 
(Nguyen y col. 2002; Wyss-Coray y col. 2002; Veerhuis y col. 2011), causing an aggravation 
of neuroinflammation and neurodegeneration (Morales y col. 2014). It remains to determine 
if astrocytes undergo a dysfunctionality or senescence in the brain of Alzheimer’s patients, 
which would worse the development of the pathology. Although we haven’t observed a 
decrease in some genes related to cholesterol transport, it is not excluded that they can 
undergo other important metabolic alterations. However, it would be necessary to test more 
astroglial markers and use future experimental procedures in order to discern their possible 
dysfunctionality or senescence in the brain of Alzheimer’s patients. In addition, it would be 
interesting to study the relationships between astrocytes, microglia and neurons, which is 
fundamental in the Alzheimer’s pathology (Covelo y Araque, 2018; Perez-Nievas y Serrano-
Pozo, 2018; Rajendran y Paolicelli, 2018).  
In summary, we have described that reactive astrocytes participate in the inflammatory 
response caused by soluble oligomeric Abeta and phospho-tau. But, more importantly, the 
extended exposure to these proteins could cause an astroglial dysfunction, which would 
affect neurons and, ultimately, influence the progression of Alzheimer’s pathology. Several 
studies generally support the idea that astroglial reaction or astrogliosis in AD involve a gain 
of inflammatory function and a decrease in beneficial and neuroprotective functions of 
astrocytes in AD (Masgrau y col. 2017; Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018), due to the 
accumulation of Abeta and/or phospho-tau. Thus, astrocytes could contribute to the 
progression of the Alzheimer’s pathology. That’s why, the control of inflammatory activation 






1. In the hippocampus of transgenic mouse models of AD and postmortem tissue of 
Alzheimer’s patients, there is a generalized astrogliosis which progresses significantly with 
amyloid and tau pathologies.  
2. Soluble forms of oligomeric Abeta and/or phophorylated tau cause an inflammatory 
activation of astrocytes in vitro. Moreover, this phospho-tau also causes an apparent 
astroglial dysfunction, which implies the loss of neuroprotective functions.  
3. Reactive astrocytes undergo a decrease in the efficiency of phagocytosis and degradation 
of neuritic dystrophies with Abeta, due probably to oligomeric Abeta. Although this could 
cause greater damage in a molecular and/or functional level of astrocytes, it doesn’t affect 
microglial activation or neuronal survival directly. 
4. Isolated astrocytes from transgenic mice that accumulate Abeta or phospho-tau show an 
inflammatory activation, together with a decrease in energetic metabolism, mainly at a 
mitochondrial level, affecting their beneficial functions in the SNC.  
5. In the hippocampus of Alzheimer’s patients, there is also a generalized astrogliosis with 
inflammatory and classical complement pathway activation, which could be involved in the 
synaptic and neuronal loss.  
6. In short, astroglial reactivity in AD could implicate a gain of neuroinflammatory function 
and an astroglial disfunction or senescence, with a loss of beneficial and neuroprotective 
functions of astrocytes. Thus, the functional recovery of astroglia could become a novel 
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